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CCR7 : CC Chemokine Receptor 7 
CD36 : Cluster of Differentiation 36 
CDK :  Cyclin-Dependent Kinase 
CE :  Cholestérol-5,6-Epoxyde 
CEH :  Cholesterol Ester Hydrolase 
CES :  Cholesterol-5,6-Epoxyde-3-Sulfate 
CETP : Cholesterol Ester Transfer Protein 
CHAPS : 3-[(3-CHolamidopropyl)dimethylammonio]-1- PropaneSulfonate 
ChEH : Cholesterol-5,6-Epoxide Hydrolase 
ChREBP : Carbohydrate Response Element Binding Protein 
CK2 :  Casein Kinase 2 
CMR :  Chylomicron 
Ct :  Cycle threshold 
CT :  Cholestane-3,5,6-Triol 
CTE :  C-Terminal Extension 
CYP :  Cytochrome P450 
D8D7I : 3β-hydroxysteroid-Δ8,Δ7-Isomerase 
DAF-12 : DAuer Formation-12 
DAPI :  4',6'-DiAmidino-2-PhénylIndole 
DBD :  DNA Binding Domain 
DDA :  DenDrogénine A 
DHCR24 : 3β-hydroxysteroid-Δ24-Reductase 
DHCR7 : 7-Dehydrocholesterol Reductase 
DHL :  24,25-DiHydroxyLanosterol 
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DiOC6 : 3,3’-DihexylOxacarboCyanine iodide 
DPPE : N,N-diethyl-2-[4-(phenylmethyl)phenoxy]ethanamine 
DR :  Direct Repeat 
DTT :  DiThioThreitol 
E2 :  17β-oestradiol 
EC50 :  Half maximal Effective Concentration 
ECL :  Enhanced ChemiLuminescence 
EDTA : Ethylene Diamine TetraAcetic acid 
EGFR : Epithelial Growth Factor Receptor 
Elk1 :  E26-like transcription factor 1 
EMT :  Epithelial Mesenchymal Transition 
ER :  Estrogen Receptor 
ERE :  Estrogen Receptor responsive Element 
ERR :  Estrogen Receptor-related Receptor 
EST :  Estrogen Sulfatase 
FASN : Fatty Acid Synthase 
FDA :  Food and Drug Administration 
FDFT1 : Farnesyl Diphosphate FarnesylTransferase 1 
FITC :  Fluorescein IsoThioCyanate 
FOX :  Forkhead box 
FSH :  Follicle-Stimulating Hormone 
FXR :  Farnesoid X Receptor 
GFP-LC3 : Green Fluorescent Protein-Light Chain 3 
GLUT4 : GLUcose Transporter 4 
GPR30 : G Protein-coupled Receptor 30 
GPS2 :  G Protein pathway Suppressor 2 
GR :  Glucocorticoid Receptor 
GST-LBD : Glutathione S-Transferase-Ligand Binding Domain 
HAT :  Histone AcetylTransferase 
HDAC : Histone DeACetylase 
HDL :  High Density Lipoprotein 
HE :  Hematoxyline et Eosine 
HER2 : Human Epithelial Growth Factor Receptor 2 
HiCD : 6-HistaminylCholestane-3,5-Diol 
HIF-1α : Hypoxia Inducible Factor-1 alpha 
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HMGCR : 3-HydroxyMethylGlutaryl-CoA Reductase 
HMT :  Histone MethylTransferase 
HPLC : High Pressure Liquid Chromatography 
HRE :  Hormone Response Element 
HRP :  Horse Radish Peroxidase 
HSD11B : 11β-HydroxySteroid Deshydrogenase 
HSD17B : 17β-HydroxySteroid Deshydrogenase 
Hsp-60 : Heat Shock Protein-60 
IC50 :  Half maximal Inhibitory Concentration 
ID :  Intrinsic Disorder 
IDOL : Inducible Degrader Of LDLR 
IGF-1R : Insulin Growth Factor-1 Receptor 
IL :  InterLeukin 
Insig :  INSulin-Induced Gene 
IR :  Inverted Repeat 
IRF-3 : Interferon-Related Factor-3 
JAK :  Janus Kinase 
JNK :  c-Jun N-terminal Kinase 
kDa :  kiloDalton 
KM :  Constante de Michaelis-Menten 
LBD :  Ligand Binding Domain 
LBP :  Ligand Binding Pocket 
LC3 :  Light Chain 3 
LDL :  Light Density Lipoprotein 
LDLR : LDL Receptor 
L-FABP : Liver-Fatty Acid Binding Protein 
LH :  Luteinizing Hormone 
LPL :  LipoProtein Lipase 
LPS :  LipoPolySaccharide 
LSS :  LanoSterol Synthase 
Luc :  Luciferase 
LXR :  Liver X Receptor 
LXRE : LXR Response Element 
MAPK : Mitogen-Activated Protein Kinase 
MDC :  MonoDensyl Cadaverine 
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Med1 :  Mediator subunit 1 
mEH :  microsomal Epoxide Hydrolase 
MFGE-8 : Milk Fat Globule Protein-8 
MIG12 : Midline-1-Interacting G12-like protein 
miRNA : micro RiboNucleic Acid 
MMP :  Matrix MetalloProteinase 
MNAR : Modulator of Non-genomic Activity of estrogen Receptor 
MOS :  2,3(S)-MonoOxydoSqualene 
MR :  Mineralocorticoid Receptor 
MTP :  Microsomal Triglycerid Transfer Protein 
MUC1 : Mucin 1 
NCoR : Nuclear receptor CoRepressor 
NFkB : Nuclear Factor kappa B 
NOR1 : Neuron-derived Orphan Receptor 1 
NPC :  Niemann-Pick type C 
NPC1L1 : NPC1-Like protein 1 
OCDO : 6-OxoCholestane-3,5-DiOl 
P300/CBP : E1A-binding protein P300/cAMP Response Element Binding-Binding Protein 
P450SCC : Cytochrome P450 Side Chain Cleavage 
PARP : Poly-Adenosine diphosphate Ribose Polymerase 
PBPE : N,N-Pyrrolidino-[4-Benzyl) Phenoxy Ethanamine] 
PBS :  Phosphate Buffered Saline  
P-CAF : P300/CBP-Associated Factor 
PEI :  PolyEthylenImine 
PEPCK : PhosphoEnolPyruvate CarboxyKinase 
PGC :  PPAR Gamma Coactivator 
PI3K :  PhosphatidylInositol-3-Kinase 
PIAS-1 : Protein Inhibitor of Activated STAT-1 
PKA :  Protein Kinase A 
PKC :  Protein Kinase C 
PLTP :  PhosphoLipid Transfer Protein 
PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor 
PR :  Progesterone Receptor 
PTHrP : ParaThyroidHormone-related Protein 
PVDF : PolyVinyl DiFluoridene 
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PXR :  Pregnane X Receptor 
qPCR : Quantitative Polymerase Chain Reaction 
RANKL : Receptor Activator of Nuclear Factor kappa B-Ligand 
RAR :  Retinoic Acid Receptor 
RIP-140 : Receptor-Interacting Protein-140 
ROR :  Retinoic acid receptor-related Orphan Receptor 
ROS :  Reactive Oxygen Species 
RTx-6 : Resistant to Tamoxifen-6 
RXR :  Retinoid X Receptor 
S6K1 :  P70-ribosomal protein S6-Kinase 1 
SCAP : SREBP Cleavage-Activating Protein 
SCD1 : Stearoyl CoA Desaturase 1 
SDS :  Sodium Dodecyl Sulfate 
SE :  Squalene Epoxidase 
SERD : Selective Estrogen Receptor Downregulator 
SERM : Selective Estrogen Receptor Modulator 
SF-1 :  Steroidogenic Factor-1 
Shc :  Src homology 2 domain-containing 
Shh :  Sonic hedgehog 
siRNA : small interfering RiboNucleic Acid 
SIRT1 : SIRTuine 1 
Skp-2 : S-phase Kinase-associated Protein 2 
SMAD : Mothers Against Decapentaplegic homolog 1 
SMRT : Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroid hormone Receptors 
SR-B1 : Scavenger Receptor-B1 
Src :  Sarcoma 
SRC :  Steroid Receptor Coactivator 
SREBP : Sterol Responsive Element Binding Protein 
SRF :  Serum Responsive Factor 
StAR :  Steroidogenic Acute Regulatory protein 
STAT1 : Signal Transducer and Activator of Transcription 1 
STS :  Steroid Sulfatase 
SULT : Steroid SULfoTransferase 
SUMO : Small Ubiquitin-like Modifier 
SWI/SNF : SWItch/Sucrose NonFermentable 
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SXR :  Steroid and Xenobiotic Receptor 
T.A. :  Température Ambiante 
Tam :  Tamoxifène 
TBP :  TATA box-Binding Protein 
TBS :  Tris Base Saline 
t-BuPE : tert-Butyl Phenoxyethyl diEthylamine 
TGFβ : Transforming Growth Factor beta 
TLR :  Toll-Like Receptor 
TMAO : TriMethylAmine-N-Oxyde 
TNF :  Tumor Necrosis Factor 
TR :  Thyroid hormone Receptor 
TRAP : Thyroid hormone Receptor-Associated Protein 
TRBP : Thyroid hormone Receptor Binding Protein 
UCP :  UnCoupling Protein 
VDR :  Vitamin D Receptor 
VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor 
VLDL : Very Light Density Lipoprotein 
Vm :  Vitesse enzymatique maximale 
Vps34 : Vacuolar Protein Sorting 34 
zVAD-fmk : Benzyloxycarbonyl Valyl-Alanyl-Aspartyl-(O-methyl)-fluoromethylketone 
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RESUME 
Le tamoxifène (Tam) est l’un principaux médicament utilisé pour le traitement des cancers du 
sein exprimant les récepteurs des œstrogènes (ER). Des résistances au Tam limitent son 
utilisation thérapeutique et l’identification des mécanismes responsables de ces résistances 
nécessite une connaissance approfondie de la pharmacologie du Tam. L’ER est la cible la 
mieux connue du Tam mais d’autres cibles existent parmi lesquelles le site de liaison des anti-
oestrogènes (AEBS : AntiEstrogen Binding Site). L’équipe de Marc Poirot a montré 
qu’AEBS est impliqué dans les effets anti-cancéreux du Tam par un mécanisme qui fait 
intervenir le métabolisme des stérols. Au cours de ma thèse, nous avons découvert qu’AEBS 
porte l’activité enzymatique cholestérol époxyde hydrolase (ChEH) qui catalyse la 
transformation des cholestérol-5,6-époxydes (5,6-CE) en cholestane-3,5,6-triol. Nous avons 
montré que le Tam induit une production de 5,6-CE dans les cellules cancéreuses mammaires 
et stimule leur accumulation en inhibant la ChEH. Les métabolites de 5,6-CE sont des 
modulateurs du récepteur nucléaire des oxystérol LXRβ. Nous avons caractérisé l’implication 
de LXRβ dans les effets différenciants et cytotoxiques du Tam et montré une dérégulation de 
cette voie dans une lignée cellulaire résistante au Tam. En parallèle, nous avons découvert que 
le 5,6-CE alpha est métabolisé dans les tissus sains en Dendrogénine A (DDA), qui est le 
premier alkaloïde stéroïdien découvert chez les mammifères, et qui est absente dans les tissus 
tumoraux ce qui suggère un lien entre le métabolisme de la DDA et l’oncogenèse. Nous avons 
observé que la DDA a une forte activité anti-tumorale sur des cancers du sein et sur des 
mélanomes métastatiques en provoquant la différenciation et la mort cellulaire, ce qui a 
motivé son développement pour une utilisation thérapeutique. Nous avons identifié que LXRβ 
est une cible directe de la DDA et nous avons établi que la cytotoxicité de la DDA dépend de 
LXRβ et fait intervenir une apoptose ainsi qu’une autophagie cytotoxique. La caractérisation 
des mécanismes d’action du Tam et de la DDA pourront permettre une utilisation 
thérapeutique optimale de ces deux molécules ainsi que le développement de nouvelles 
thérapies anti-cancéreuses personnalisées. 
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SUMMARY 
Tamoxifen (Tam) is one the leading drug used for the treatment of estrogen receptor (ER)-
positive breast cancers. Resistances to Tam limit its therapeutic use and the identification of 
mechanisms involved in these resistances requires an accurate knowledge of its 
pharmacology. ER is the best-known target of Tam but other targets exist such as the 
Antiestrogen Binding Site (AEBS). Marc Poirot's team showed that AEBS is involved in the 
anti-cancerous effects of Tam by a mechanism that induced a perturbation in sterol 
metabolism. During my thesis, we discovered that the AEBS carried out the cholesterol-5,6-
epoxide hydrolase (ChEH) activity which catalyzes the transformation of  5,6-epoxy-
cholesterol (5,6-EC) into cholestane-3,5,6-triol. We showed that Tam induced the production 
of 5,6-EC in tumor cells and stimulated their accumulation through ChEH inhibition.We 
found that some 5,6-EC metabolites were modulators of the oxysterols nuclear receptor 
LXRβ. We characterized the involvement of LXRβ in the anticancer action of Tam and 
showed a deregulation of this oxysterol signaling pathway in a Tam-resistant cell line. At the 
same time, we discovered that one 5,6-EC was metabolized in normal tissue into Dendrogenin 
A (DDA), the first steroidal alkaloid discovered in mammals, but DDA was found absent in 
neoplastic tissues, suggesting a link between DDA metabolism and oncogenesis. We found 
that DDA has a strong anti-tumor potency on breast cancers and metastatic melanoma through 
the induction of tumor cell differentiation and death, which prompted its development for 
clinical applications. We demonstrated that LXRβ is a direct target of DDA and established 
that the cytotoxicity of DDA was LXRβ-dependent and involved apoptosis and cytotoxic 
autophagy. The characterization of the mechanisms of action of Tam and DDA will allow an 
optimal therapeutic use of these two molecules and also the development of new personalized 
anti-cancer therapies. 
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I) Cancer du sein et tamoxifène 
1) Physiologie et développement de la glande mammaire 
Chez la femme, la glande mammaire produit le lait et le délivre au nouveau-né. L’apparition 
de la glande mammaire au cours de l’évolution a donné naissance à la vaste famille des 
mammifères 1. Le lait constitue l’unique alimentation des mammifères pendant les premiers 
mois de leur vie, ce qui rend la glande mammaire essentielle pour la survie d’une espèce 
mammifère. La nutrition par le lait, qui s’appelle la lactation, confère un avantage sélectif aux 
mammifères puisque l’apport énergétique du lait est important ce qui permet un 
développement optimal de la progéniture pendant les premiers mois du développement post-
natal. Aussi, le lait contient des peptides antimicrobiens qui peuvent assister les défenses 
immunitaires encore immatures du nouveau-né contre des micro-organismes pathogènes ou 
opportunistes. Par conséquent, la glande mammaire est l’organe le plus important d’une mère 
pour son nouveau-né, ce qui peut expliquer pourquoi la physiologie de la glande mammaire 
est très dynamique chez la femme, de la maturation de sa sexualité au cours de la puberté 
jusqu’à la lactation. 
1.1) Anatomie de la glande mammaire adulte 
La glande mammaire qui se situe dans le sein de la femme est constituée de 15 à 20 lobes 
glandulaires, entièrement entourés de tissu adipeux, et qui sont responsables de la production 
de lait (Figure 1A). Les lobes glandulaires sont formés par des lobules comprenant des 
alvéoles. Les alvéoles sont l’unité physiologique de base de la production de lait. Au sein des 
lobules, les alvéoles sont connectées aux canaux alvéolaires dans lesquels le lait est 
transporté. Le lait provenant du lobule s’écoule dans un canal lobulaire jusqu’à un canal 
galactophore qui draine le lait de l’ensemble des lobules constituant un lobe glandulaire. Les 
canaux galactophores transportent le lait jusqu’au mamelon où ils se terminent en sinus 
lactifères qui permettent l’excrétion du lait hors du sein. Comme tout organe excréteur, le 
réseau de canaux de la glande mammaire, appelé l’arbre mammaire, est densément ramifiés 
pour rendre la production et le transport du lait optimaux.  
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Figure 1 : Morphologie de la glande mammaire. A. Anatomie de la glande mammaire et vue en coupe 
d’alvéoles mammaires et d’un canal lobulaire avec marquage H&E. B. Coupe d’une alvéole mammaire avec un 
marquage immunohistologique des cellules myoépithéliales en bleu et des cellules luminales en marron.  
 
Au niveau histologique, les alvéoles sont constituées de cellules luminales sécrétrices qui 
sécrètent le lait dans la lumière alvéolaire (Figure 1B). Le lait est transporté dans des canaux 
qui sont formés par des cellules luminales bordant la lumière canalaire, et des cellules 
myoépithéliales sous-jacentes qui sont en contact avec la membrane basale séparant les 
canaux mammaires du stroma. Les cellules myoépithéliales ont une capacité contractile 
permettant le transport actif du lait des alvéoles vers le sinus galactophore. 
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1.2) Développement de la glande mammaire 
A la différence d’autres organes, la glande mammaire ne se développe que plus d’une 
décennie après la naissance 2. A la naissance, seule une glande rudimentaire est présente au 
niveau des seins mâles et femelles. La glande mammaire ne se développe que lorsque les 
hormones sexuelles féminines commencent à être sécrétées chez les femmes au début de la 
puberté par les ovaires. Toutefois, le développement de la glande mammaire au cours de la 
puberté reste incomplet. Ce n’est que lors de la grossesse puis lors de la lactation que la 
glande mammaire termine son développement pour être fonctionnelle et produire 
suffisamment de lait pour le futur nourrisson. 
1.2.1) Développement embryonnaire 
Chez la souris, le développement de la glande mammaire débute au jour embryonnaire 10,5 
(E10,5) avec la différenciation de cellules de l’ectoderme (Figure 2), qui implique la protéine 
PTHrP (ParaThyroid Hormone-related Protein), qui forment alors cinq paires de placodes 
mammaires à E11,5 2.  
 
Figure 2 : Stades du développement embryonnaire de la glande mammaire chez la souris. 2 Chez la souris, 
à E11,5, les placodes mammaires apparaissent. A E13,5 un bourgeonnement mammaire se forme qui continue sa 
croissance jusqu’à former à E18,5 une glande mammaire rudimentaire. 
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Chaque placode étant à l’origine d’une glande mammaire, chez l’Homme, c’est une seule 
paire de placode qui se forme au cours de l’embryogenèse. A E13,5 un bourgeonnement 
épithélial apparaît au niveau de chaque placode, qui progresse dans le mésenchyme formant le 
bourgeonnement mammaire. Des cellules mésenchymateuses s’associent au bourgeonnement 
mammaire de manière dense et sont essentielles pour la détermination du destin des cellules 
épithéliales mammaires au cours du développement de la glande mammaire. A E15,5 le 
bourgeonnement mammaire s’allonge pour former une pousse mammaire à l’intérieur de 
laquelle se développe une lumière. Cette lumière présente une ouverture au niveau de la peau 
qui est délimitée par la formation du mamelon. A E16 la pousse mammaire se ramifie en 
quelques canaux qui forment à E18,5 un petit arbre mammaire de 10 à 15 courtes 
ramifications qui constitue la glande mammaire rudimentaire. Après la naissance, la glande 
mammaire rudimentaire entre dans une longue phase de quiescence morphogénétique qui dure 
jusqu’au début de la puberté 3. 
1.2.2) Puberté 
Le développement de la glande mammaire reprend dès que le taux d’hormones sexuelles 
augmente lors de la puberté, et en particulier le taux d’oestrogènes qui ont une activité 
mitogène sur l’épithélium mammaire 2, 3. Les oestrogènes, comme l’oestradiol (E2), stimulent 
la prolifération des cellules épithéliales mammaires afin de provoquer la croissance de l’arbre 
mammaire (Figure 3).  
 
Figure 3 : Evolution morphologique de l’arbre mammaire de la naissance à la grossesse3. L’agrandissement 
montre un bourgeonnement terminal pendant la croissance de l’arbre mammaire au cours de la puberté. Cap 
cell : cellule de coiffe ; body cell : cellule de la masse bourgeonnante.  
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Des bourgeonnements terminaux apparaissent à l’extrémité de chaque canal mammaire et ils 
provoquent l’allongement de ces canaux et l’apparition de ramifications secondaires. Les 
bourgeonnements terminaux sont des sites de prolifération intense des cellules épithéliales 
mammaires pour permettre la croissance de l’arbre mammaire. Ils sont constitués de cellules 
de coiffe à leur extrémité et de couches multiples internes de cellules de la masse 
bougeonnante. Les cellules de coiffe génèrent les cellules basales ou myoépithéliales des 
canaux mammaires tandis que les cellules de la masse bourgeonnante sont à l’origine des 
cellules luminales 4. La croissance des bourgeonnements terminaux est couplée avec une 
apoptose régulée des cellules de la masse bourgeonnante, ce qui permet de créer la lumière 
canalaire 5. Les canaux s’allongent jusqu’à ce qu’ils atteignent les limites du compartiment 
adipeux. Les bourgeonnements terminaux disparaissent provoquant l’arrêt de la croissance de 
l’arbre mammaire qui est désormais complet 3. 
1.2.3) Grossesse 
Pendant la grossesse, la glande mammaire prépare la lactation qui doit être entièrement 
opérationnelle dès la naissance du nouveau-né. La lactation est prise en charge par des 
cellules luminales spécialisées dans la sécrétion de lait au niveau des alvéoles mammaires. 
Cependant, la glande mammaire de la femme adulte possède un arbre mammaire dépourvu 
d’alvéoles. Durant la grossesse, de multiples bourgeonnements alvéolaires apparaissent le 
long des canaux formant l’arbre mammaire pour générer les alvéoles. L’apparition des 
bourgeonnements alvéolaires et la formation des alvéoles mammaires dépendent de 
l’augmentation du taux de progestérone et de prolactine, cette dernière étant responsable de la 
différenciation des cellules luminales alvéolaires 2. Les oestrogènes ne sont pas essentielles 
pour le développement des alvéoles. La prolactine permet aussi la maintenance du corps jaune 
des ovaires qui est responsable de la sécrétion de progestérone nécessaire au développement 
des alvéoles. Une inactivation du récepteur de la prolactine n’empêche pas le développement 
des alvéoles mammaires lorsque de la progestérone est administrée aux souris mais elles sont 
incapables de produire du lait 4. 
1.2.4) Lactation 
Le lait est un fluide riche en protéines, en glucides et en lipides qui assure une alimentation 
complète pour le développement du nourrisson. La protéine principalement contenue dans le 
lait est la caséine, et le lactose est le glucide principal. Les lipides contenus dans le lait sont 
essentiellement des triglycérides qui représentent une source énergétique importante pour le 
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nourrisson 6. On distingue trois sources de lipides dont disposent les cellules luminales 
sécrétrices pour l’incorporation de triglycérides dans le lait : les lipides provenant de 
l’alimentation de la mère, les lipides provenant des réserves adipocytaires et les lipides 
synthétisés de novo par la lipogenèse induite dans les cellules luminales sécrétrices. Pour 
favoriser la lipogenèse, le catabolisme des lipides est inhibé grâce à la répression de gènes de 
la β-oxydation.  
 
 
Figure 4 : Niveau d’expression de gènes impliqués dans le métabolisme lipidique au cours des stades du 
développement adulte de la glande mammaire 6. L’expression des gènes impliqués dans le métabolisme 
lipidique est activement régulée pendant la grossesse et la lactation. L’expression de LXRα diminue au cours de 
la grossesse et pendant la lactation alors que l’expression de LXRβ est maintenue constante. ACSL1 : Acyl-CoA 
Synthetase Long-chain family member 1 ; ACOT1 : Acyl-CoA Thioesterase 1 ; FABP3 : Fatty Acid Binding 
Protein 3 ; LXR : Liver X Receptor ; PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; RXR : Retinoid X 
Receptor. 
 
Les récepteurs nucléaires PPARs (Peroxisome Proliferator-Assiociated Receptors) sont des 
activateurs de la β-oxydation. L’expression de PPARγ diminue avant et pendant la lactation 
(Figure 4), ce qui peut participer à la diminution du catabolisme lipidique, et l’enzyme Acyl 
CoA Thioesterase 1 (ACOT1), qui génère des acides gras libres qui peuvent activer les 
PPARs, est aussi réprimée. Curieusement, le Liver X Receptor α (LXRα) qui stimule la 
lipogenèse est réprimé avant et pendant la lactation de la même façon que PPARγ tandis que 
les expressions de LXRβ et PPARα restent constantes. Lors de l’activation de la sécrétion 
dans les cellules luminales sécrétrices, la kinase mitogène Akt1 est activée. Son activation 
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stabilise le facteur de transcription lipogénique SREBP-1c qui est capable de stimuler la 
transcription des principaux gènes nécessaires à la lipogenèse. Ce mécanisme peut donc être 
une des principales voies utilisées pour la stimulation de la lipogenèse pour l’apport de 
triglycérides dans le lait. 
1.2.5) Involution 
Après la lactation, la glande mammaire subit l’involution qui est un retour de la physiologie 
mammaire à un état pré-gestationnel. Cela implique une réduction très importante de la masse 
mammaire par l’apoptose d’environ 90% des cellules épithéliales mammaires 7 qui sont 
remplacées par du tissu adipeux 8. Plusieurs phases existent au cours de l’involution. La 
première phase est un déclenchement de l’apoptose de cellules épithéliales mammaires 
dépendante de p53 et provoquée par l’accumulation du lait dans la glande mammaire 8. Cette 
phase est réversible durant 48 heures par une reprise de l’activité de succion du nourrisson au 
sein. La seconde phase est une apoptose irréversible provoquée par des hormones 
lactogéniques et dépendante de protéinases de la famille des MMPs (Matrix MettaloProteases) 
qui dégradent la membrane basale entourant les structures lobulaires. Cela provoque un 
remodelage total de la glande mammaire qui redevient un arbre mammaire dépourvu 
d’alvéoles. La dernière phase est une croissance du tissu adipeux qui remplace les zones 
précédemment occupée par les alvéoles mammaires 8. 
 
1.3) Mécanismes moléculaires du développement de la glande mammaire 
1.2.5) Hiérarchie cellulaire dans la glande mammaire 
Le développement de la glande mammaire peut être initié par une seule cellule souche 
mammaire, qui occupe une position basale dans l’épithélium mammaire (Figure 5A), et 
capable de générer une glande mammaire fonctionnelle chez la souris 9, 10. Cela suggère 
l’existence d’une hiérarchie cellulaire où une cellule souche mammaire se situe au début d’un 
schéma de différenciation cellulaire qui génère l’ensemble des types cellulaires de la glande 
mammaire adulte (Figure 5B). Le schéma proposé actuellement est une différenciation des 
cellules souches mammaires en trois types de progéniteurs : l’un engagé dans la génération 
des cellules myoépithéliales des canaux mammaires, un deuxième dans la génération des 
cellules luminales canalaires et le troisième type de progéniteurs impliqué dans la formation 
des alvéoles grâce à sa capacité à se différencier en cellule myoépithéliale alvéolaire et en 
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cellule luminale alvéolaire 11. Le facteur de transcription Gata-3, qui est impliqué dans la 
différenciation de nombreux types cellulaires, est nécessaire à la génération et au maintien du 
phénotype luminal. En effet, sa délétion dans l’épithélium mammaire adulte conduit à une 
perte de l’état différencié des cellules luminales. La protéine ΔN-p63 qui est sous le contrôle 
de la voie Sonic Hedgehog serait impliquée dans la génération de la lignée myoépithéliale 
mais son rôle dans cette voie de différenciation n’est pas bien défini 11, 12. 
 
Figure 5 : Hiérarchie cellulaire dans la glande mammaire. A. Organisation des différents types cellulaires 
dans le tissu mammaire 2. B. Schéma de différenciation des types cellulaires de la glande mammaire 11. ER : 
Estrogen Receptor ; CD : Cluster of Differentiation ; STAT5 : Signal Transduction Activated Transcription 
factor 5 ; C/EBPβ : CCAAT Enhancer Binding Protein β. 
1.3.1) Le récepteur des oestrogènes 
Les hormones sexuelles féminines (Figure 6) et leur récepteur ont un rôle central dans le 
développement de la glande mammaire. Chez la femme, environ 15 à 25% des cellules 
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épithéliales mammaires expriment le récepteur des oestrogènes 13. Deux isotypes du récepteur 
des oestrogènes existent : le récepteur des oestrogènes α (ERα) et β (ERβ). Un knockout 
d’ERα provoque un développement hypoplasique de l’arbre mammaire, tout comme une 
ovariectomie qui supprime la production d’oestrogènes 3. L’invalidation génétique d’ERβ n’a 
pas d’incidence sur le développement de l’arbre mammaire. Les deux isotypes du récepteur 
des oestrogènes ne sont pas impliqués dans le développement des alvéoles mammaires 4. 
La voie de signalisation des oestrogènes stimule la prolifération cellulaire des cellules 
mammaires. Pourtant, dans l’épithélium mammaire, les cellules qui expriment ERα ne 
prolifèrent pas. Ce sont les cellules ERα- qui prolifèrent, ce qui suggère un mode d’action 
paracrine des oestrogènes. Paradoxalement, une exposition forte aux oestrogènes avant la 
ménopause a un effet plus fort sur l’apparition de tumeurs ER- que sur l’apparition de tumeurs 
ER+. Après la ménopause, qui est caractérisée par un arrêt de la production d’oestrogènes, 
l’incidence de cancers mammaires ER- diminue alors que l’apparition de cancers mammaires 
ER+ continue d’augmenter 14. De récentes études pourraient apporter quelques explications à 
ces effets qui semblent paradoxaux. Les cellules souches mammaires n’expriment pas ERα ni 
le récepteur de la progestérone (PR), mais leur nombre et leur capacité de régénération de la 
glande mammaire dépend des oestrogènes et de la progestérone 15. La fonction de 
régénération des cellules souches dépend d’une augmentation de leur taux de prolifération, et 
elles pourraient être une cible importante et indirecte des oestrogènes sur la croissance de 
l’épithélium mammaire. Un mécanisme d’action paracrine des oestrogènes sur la prolifération 
des cellules souches mammaires a été caractérisé 16. Les cellules luminales qui expriment ERα 
stimulent l’expression de l’amphireguline lorsqu’elles sont en présence d’oestrogènes 17. 
L’amphiréguline provoque la sécrétion d’un facteur encore inconnu par des cellules stromales 
mammaires qui expriment l’EGFR (Epidermal Growth Factor Receptor). Ce facteur stimule 
ensuite la prolifération des cellules souches mammaires 14, 17, 18. Cela permettrait d’expliquer 
l’action indirecte des oestrogènes sur la prolifération du tissu mammaire sain. 
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Figure 6 : Hormones sexuelles féminines. Les deux principales hormones stéroïdiennes responsables du 
développement de la glande mammaire : l’oestradiol et la progestérone qui se lient respectivement sur le 
récepteur des oestrogènes et le récepteur de la progestérone. 
1.3.2) Le récepteur de la progestérone 
Le récepteur de la progestérone est représenté par deux isotypes : PRα et PRβ. L’action de la 
progestérone sur le développement mammaire est différente des oestrogènes. L’invalidation 
génétique de PR a un effet mineur sur le développement canalaire mais empêche le 
développement alvéolaire de la glande mammaire contrairement à l’inactivation d’ER qui 
empêche uniquement le développement canalaire. Seule l’inactivation de PRβ affecte le 
développement alvéolaire de la glande mammaire, l’inactivation de PRα n’a aucun effet 
rapporté sur la glande mammaire 4. PR est nécessaire pour la génération de ramifications des 
canaux mammaires ainsi que pour la morphogenèse alvéolaire 19.  
Comme les oestrogènes, l’action de la progestérone sur le tissu mammaire passe par un mode 
paracrine 20. La progestérone a une action mitogène sur le tissu mammaire mais les cellules 
qui expriment PR ne prolifèrent pas. La progestérone stimule la prolifération des cellules 
souches mammaires, qui ont un statut PR-, par une action paracrine 15. Les cellules 
mammaires luminales expriment PR qui stimule l’expression de RANKL (Receptor Activator 
of Nuclear Factor kappa B Ligand) sous l’action de la progestérone. RANKL agit ensuite sur 
les cellules souches mammaires qui expriment le récepteur de RANKL en stimulant leur 
prolifération. D’autre part, la génération de ramifications alvéolaires par la progestérone est 
aussi paracrine puisque les cellules PR+ stimulent l’expression de Wnt-4 qui agit sur des 
cellules PR- responsables de ces ramifications 21. De la fin de la grossesse jusqu’à la 
parturition, le taux de progestérone diminue et cela est corrélé avec l’activation de la sécrétion 
de lait par la glande mammaire. La progestérone a un effet inhibiteur sur la différenciation 
terminale des cellules alvéolaires qui les empêche d’activer leur capacité sécrétoire. Par 
conséquent, la diminution du taux de progestérone provoque la différenciation des cellules 
alvéolaires luminales qui peuvent produire le lait et cela contribue à la transition de la 
grossesse à la lactation 19. 
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2) Les cancers du sein 
En France, le cancer touche 350.000 personnes par an et il est responsable de 146.000 décès, 
ce qui en fait la première cause de mortalité. Chez la femme, le cancer du sein est le plus 
fréquent avec 42.000 nouveaux cas par an en France et environ 11.000 décès (source : 
www.ligue-cancer.net). Plusieurs thérapies existent contre les cancers du sein mais la réponse 
anticancéreuse provoquée par ces traitements est spécifique de certains types de cancers 
mammaires et de leur stade d’avancement. Des efforts considérables sont produits pour établir 
une classification pertinente des cancers du sein, dépendante de la découverte de nouveaux 
marqueurs de réponse aux thérapies, qui permettrait de faire correspondre une stratégie 
thérapeutique clinique à un type de cancer précis et bien défini décelé chez la patiente. 
2.1) Les types de cancers du sein 
2.1.1) Classification histologique 
La classification des cancers du sein est complexe à cause de l’hétérogénéité qui caractérise 
ces cancers. La définition du profil histologique d’un cancer est la première approche utilisée 
pour le classer 22. Les premières caractéristiques observées sont la taille de la tumeur, 
l’atteinte des ganglions périphériques (ou ganglions sentinelles) et la présence de métastase 
qui définissent le grade tumoral. L’analyse histologique de la tumeur permet d’identifier la 
localisation tissulaire de la tumeur ainsi que ses limites. En fonction de la morphologie 
tissulaire de la tumeur, les cancers du sein peuvent être grossièrement divisés en cancers 
lobulaires, qui présentent des caractéristiques proches des alvéoles mammaires, et en cancers 
canalaires dont le profil se rapproche des canaux mammaires. Cependant cela ne veut pas dire 
que ces cancers proviennent des lobules ou des canaux mammaires puisque l’origine 
histologique de la majorité des cancers du sein se situerait au niveau de l’extrémité terminale 
des canaux mammaires, là où l’activité de prolifération cellulaire est la plus forte lors de la 
croissance de l’arbre mammaire pendant la puberté et à chaque cycle menstruel. D’autres 
caractéristiques tissulaires permettent de préciser la taxonomie des cancers du sein, comme 
par exemple la présence de plusieurs types cellulaires cancéreux dans les carcinomes 
métaplasiques ou alors l’observation d’une tumeur composée de cellules de petite taille dans 
les carcinomes à petite cellule. Actuellement, le nombre considéré de types histologiques de 
cancers du sein est d’au moins 17 avec environ 50 à 80% des cancers du sein qui sont classés 
parmi les cancers invasifs canalaires à cause d’une absence de caractéristique discriminante 22. 
Même si la classification histologique est nécessaire pour définir un profil général de cancer 
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du sein, une classification moléculaire des cancers du sein rend compte plus précisément du 
type de cancer du sein. 
2.1.2) Classification moléculaire 
Les cancers du sein sont principalement classés selon le profil d’expression d’ER et du 
récepteur HER2 qui appartient à la famille de l’EGFR (Figure 7) 23. En clinique, la 
classification moléculaire des cancers du sein, qui est en amélioration constante grâce à la 
découverte de nouveaux marqueurs moléculaires, aide les cliniciens à choisir la stratégie 
thérapeutique la plus adaptée contre chaque type de cancer du sein auquel ils sont confrontés. 
Malgré l’effort permanent fournit par les biologistes et les cliniciens pour créer une nouvelle 
classification moléculaire plus efficace d’un point de vue pronostique et prédictif de la 
réponse à la chimiothérapie 24, la classification des cancers du sein a relativement peu changé 
en dix ans depuis l’étude transcriptomique de Perou et al. 23 et depuis la division des cancers 
du sein en cinq sous-types par Sorlie et al. 25 
 
Figure 7 : Proportion de l’expression d’ER et HER2 pour les principaux groupes de cancers du sein selon 
la classification moléculaire actuelle 26. Les cancers du sein sont principalement classés en fonction de 
l’expression du récepteur des oestrogènes (ER), du récepteur de la progestérone et du récepteur de la famille de 
l’EGFR (HER2). 
 
Au cours de l’étude de Perou et al., une analyse du profil transcriptomique de tumeurs de 42 
individus a permis de dresser un classement des cancers du sein selon l’expression de 
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marqueurs communs dont les principaux sont ER et HER2. Dans la glande mammaire, les 
cellules dites basales, c'est-à-dire les cellules myoépithéliales qui bordent la membrane basale, 
expriment les cytokeratines 5 et 6, alors que les cellules luminales, en contact avec la lumière 
alvéolaire ou canalaire, expriment les cytokeratines 8 et 18. Par conséquent, ces cytokeratines 
servent de marqueurs moléculaires de chacun de ces deux types cellulaires mammaires. Perou 
et al. ont observé que des tumeurs ER+ expriment les cytokeratines 8 et 18, ce qui a conduit 
les auteurs à les classer dans le groupe luminal. Des tumeurs n’exprimant pas ER sont 
positives pour les cytokeratines 5 et 6 ce qui les place dans le groupe basal. Dans leur analyse, 
ils ont aussi découvert un groupe de tumeurs surexprimant le récepteur HER2 de la famille de 
l’EGFR. Les tumeurs mammaires surexprimant HER2 n’expriment pas ER, ce qui les 
rapproche du groupe basal. Cependant, une proportion de tumeurs ER- ne surexprime pas 
HER2 ce qui a motivé la création d’un troisième groupe : le groupe HER2+. Un quatrième 
groupe a été créé dans lequel les tumeurs mammaires expriment fortement des gènes 
caractéristiques de cellules épithéliales basales et expriment faiblement des gènes 
caractéristiques de cellules épithéliales luminales : il s’agit du groupe « normal-like » (qui 
ressemble à la glande mammaire normale) 23. Un an plus tard, Sorlie et al. affinent la 
classification des cancers du sein établie par Perou et al. en divisant le groupe luminal en deux 
sous-groupes : luminal A et luminal B qui se différencient au niveau de plusieurs marqueurs 
moléculaires ce qui a permis de les discriminer et d’améliorer la capacité prédictive de cette 
classification 25. Un groupe de cancer a été ajouté à cette classification, le groupe Claudin-low 
(Figure 7) 26. Il est caractérisé par une faible expression de Claudin, qui est bien exprimée 
dans les autres groupes de cancers. Les cellules souches mammaires seraient à l’origine de ce 
type de cancer puisque ces cellules expriment peu Claudin. La pertinence de la répartition des 
cancers du sein selon cette classification a été observée puisqu’elle permet une prédiction des 
résultats cliniques sur des patientes traitées atteintes de cancers du sein 27, 28. 
2.1.3) Les cellules souches cancéreuses mammaires 
La difficulté dans la classification des cancers du sein réside essentiellement dans 
l’hétérogénéité cellulaire des tumeurs mammaires. Les profils transcriptionnels réalisés sur les 
tumeurs de patientes et permettant d’inclure de nouveaux marqueurs moléculaires sont 
effectués sur l’ensemble de la tumeur et renseignent uniquement sur la tendance 
transcriptionnelle de l’ensemble des populations cellulaires constituant une tumeur. Les 
cancers évoluent par sélection clonale ce qui peut faire apparaître plusieurs populations 
cellulaires au sein d’une tumeur ce qui peut retracer son histoire évolutive ou témoigner de la 
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coévolution de plusieurs populations cancéreuses. Aussi, l’instabilité génétique est 
généralement une caractéristique majeure des cancers qui peut provoquer une diversité 
génétique des populations cellulaires cancéreuses 29. Une hypothèse souvent énoncée dans la 
littérature scientifique est que des cellules souches cancéreuses mammaires pourraient être à 
l’origine de l’hétérogénéité des cancers du sein 30. L’hétérogénéité des tumeurs mammaires 
pourrait résulter d’une différenciation anarchique des cellules souches cancéreuses 
mammaires ce qui génèrerait plusieurs populations cellulaires. Une des voies de 
différenciation cellulaire utilisées pour la morphogenèse mammaire pourrait être 
préférentiellement empruntée par les cellules souches cancéreuses, peut-être à cause 
d’évènements oncogénétiques particuliers, ce qui conduirait à l’émergence d’une population 
cellulaire majoritaire. Cette population pourrait représenter la classe à laquelle la tumeur 
s’apparente le mieux. Par exemple, les cancers luminal A sont plus différenciés  que les 
cancers luminal B qui contiennent une proportion de progéniteurs mammaires ER+ plus 
élevée. L’un des marqueurs permettant la discrimination des cancers luminal A est GATA-3 
qui est un facteur de transcription impliquée dans la différenciation des progéniteurs ER+ en 
cellules luminales différenciées 31. Cela peut suggérer que des cellules souches cancéreuses 
sont à l’origine de ces deux types de cancer du sein en s’arrêtant plus ou moins tôt dans le 
schéma de différenciation cellulaire de l’épithélium mammaire. Dans ce cas, c’est la 
population cellulaire résultante de la différenciation des cellules souches cancéreuses 
mammaires qui permet de classer la tumeur. Cela peut biaiser la classification moléculaire des 
cancers du sein car ce n’est peut-être pas la bonne population qui est visée pour l’obtention de 
résultats pronostiques et prédictifs. Cependant, la question de l’origine des cellules souches 
cancéreuses mammaires subsiste. Est-ce que les cellules souches cancéreuses mammaires 
apparaissent suite à la transformation de cellules souches mammaires ou suite à une 
dédifférenciation survenant au cours de l’oncogenèse de cellules différenciés qui les 
transforme en cellules souches cancéreuses ? Dans la glande mammaire saine, les cellules 
souches sont capables de reconstituer une glande mammaire fonctionnelle 9, ce qui montre 
que ces cellules ont la capacité de générer l’ensemble des types cellulaires mammaires dont 
semblent dériver les cancers du sein et sur lesquels se basent les classifications moléculaires 
actuelles. Toutefois, il a été montré que des cellules mammaires immortalisées subissant une 
transition épithélio-mésenchymateuse (EMT) acquièrent des propriétés de cellules souches 32. 
L’EMT est un processus naturel qui confère à des cellules épithéliales les capacités 
migratoires de cellules mésenchymateuses. Ce processus est détourné par les cellules 
cancéreuses  pour envahir les tissus adjacents de la tumeur et atteindre la circulation sanguine. 
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Cela suggère que des cellules cancéreuses peuvent devenir des cellules souches cancéreuses 
au cours de l’oncogenèse. Les cellules souches cancéreuses peuvent donc avoir deux origines 
opposées : provenir de cellules souches qui subissent l’oncogenèse ou au cours de 
l’oncogenèse de cellules différenciées. 
2.1.4) L’origine des cancers du sein 
Le statut d’ER dans l’histoire naturelle des cancers du sein est ambigu. En effet, dans la 
glande mammaire, les cellules ER+ ne prolifèrent pas alors que l’on retrouve des cancers du 
sein ER+ ce qui suggère que des cellules ER+ acquièrent une capacité à proliférer, ou que des 
cellules ER- qui prolifèrent expriment ER au cours de l’oncogenèse. Des études du groupe de 
Cathrin Brisken ont montré que les cellules mammaires ER+ ne seraient pas les cibles directes 
de la stimulation mitogénique des oestrogènes 16. Indirectement, ce sont les cellules souches 
mammaires ER- qui seraient stimulées par les oestrogènes 15. Il est bien établit que les 
oestrogènes ont un effet promoteur de tumeur à cause de leur capacité à stimuler la 
prolifération du tissu mammaire. Par exemple, une augmentation de l’exposition aux 
oestrogènes causée par une puberté précoce et/ou une ménopause tardive augmente les risques 
de développer un cancer du sein. Curieusement, la ménopause qui se traduit par un arrêt de la 
production d’oestrogènes par les ovaires provoque une rapide diminution de l’incidence des 
cancers du sein ER- mais a peu d’effet sur l’incidence des cancers du sein ER+, ce qui 
suggère que les oestrogènes ciblent des cellules ER- dans leurs effets de promotion tumorale 
14. Ajouté à cela le fait que les tumeurs mammaires sont hétérogènes, cela suggère que les 
cellules souches mammaires pourraient être à l’origine d’une proportion significative de 
cancers du sein. En faveur de cette hypothèse, la majorité des cancers du sein émergent des 
bourgeonnements terminaux 22 qui sont des sites de forte croissance durant la puberté pour 
générer l’arbre mammaire, et à chaque cycle menstruel 4. L’activité de croissance de ces 
bourgeonnements terminaux est dépendante des oestrogènes et ce sont les cellules souches 
mammaires qui prolifèrent à leur extrémité et qui se différencient, au cours de l’élongation 
des canaux mammaires, en cellule luminale ou en cellule myoépithéliale 5. Même si de 
nombreux éléments sont en faveur d’une origine souche des cancers du sein, des cellules 
mammaires différenciées ou des progéniteurs mammaires peuvent aussi être à l’origine de 
cancers mammaires 30. Par conséquent, la cellule souche mammaire n’est probablement pas à 
l’origine de tous les types de cancers du sein. 
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2.2) L’hormonothérapie 
Les cancers du sein qui expriment le récepteur des oestrogènes représentent 60% des cancers 
du sein chez la femme âgée de moins de 50 ans et 80% chez la femme âgée de plus de 50 ans 
33. La dépendance des cancers du sein ER+ à la présence d’oestrogènes, appelée l’hormono-
dépendance, a inspiré la mise au point de thérapies ciblant la voie de signalisation des 
oestrogènes 34. Ce type de thérapie s’appelle l’hormonothérapie qui regroupe actuellement 
trois groupes de thérapies anti-oestrogéniques (Figure 8) : les modulateurs du récepteur des 
oestrogènes (SERMs : Selective Estrogen Receptor Modulators), l’antagoniste pur du 
récepteur des oestrogènes l’ICI 182,780 ou Fulvestrant (SERD : Selective Estrogen Receptor 
Downregulator) et les inhibiteurs d’aromatase. 
 
Figure 8 : Principales classes d’agents utilisés en hormonothérapie. L’hormonothérapie des cancers du sein 
repose sur trois classes d’agents thérapeutiques qui ciblent la signalisation des oestrogènes : les SERMs, les 
SERDs et les inhibiteurs d’aromatase.  
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2.2.1) Les SERMs 
L’un des premiers SERM découvert est le tamoxifène qui est le meilleur SERM actuellement 
utilisé en hormonothérapie des cancers du sein ER+ (Figure 8) 33, 35. Le tamoxifène est utilisé 
en thérapie de première ligne, c'est-à-dire que le tamoxifène est le premier traitement 
administré aux patientes atteintes de cancers du sein hormono-dépendants. Lorsque le 
tamoxifène se lie à ER, il antagonise l’effet mitogène des oestrogènes et il provoque l’arrêt de 
la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses mammaires ER+ 36. Grâce à son action anti-
proliférative, un traitement de 5 ans de patientes atteintes de cancers du sein ER+ par le 
tamoxifène provoque une réduction de la mortalité de 34% 33. Le tamoxifène agit aussi sur 
d’autres tissus : il diminue la perte osseuse 37, il peut provoquer une hypertriglycéridémie et 
stimuler l’oncogenèse de l’endomètre 38.  
2.2.2) Le Fulvestrant 
Le fulvestrant (Figure 8) est considéré comme un SERD (Selective Estrogen Receptor 
Downregulator) c'est-à-dire qu’il inhibe entièrement ER en l’empêchant de se dimériser et en 
provoquant sa dégradation 39. Le fulvestrant est utilisé comme traitement de deuxième ou de 
troisième ligne contre les cancers du sein ER+ 40. Les résistances au fulvestrant apparaissent 
plus tardivement que les résistances au tamoxifène. Aussi, lorsque des cancers du sein ER+ 
deviennent résistants au tamoxifène par des mécanismes impliquant une activation du 
récepteur des oestrogènes indépendante de la fixation du ligand, le fulvestrant n’est pas limité 
par ces résistances puisqu’il provoque la dégradation d’ER 40. Il a été montré in vitro que le 
développement d’une résistance acquise au fulvestrant par des cellules cancéreuses 
mammaires ER+ confère une résistance croisée avec le tamoxifène 41. Néanmoins, aucune 
étude clinique n’a relevé à ce jour cette résistance croisée.  
2.2.3) Les inhibiteurs d’aromatase 
L’aromatase est une enzyme de la stéroïdogenèse qui catalyse la transformation des 
androgènes en oestrogènes 42. Des inhibiteurs d’aromatase, tels que l’anastrozole et le 
létrozole (Figure 8), ont été développés pour empêcher la production d’oestrogènes contre les 
cancers du sein ER+ en traitement de première ligne chez la femme post-ménopausée. Ces 
inhibiteurs ne sont pas utilisés chez la femme pré-ménopausée car ils empêchent le 
rétrocontrôle négatif des oestrogènes sur la stimulation ovarienne par l’hypothalamus 33. Un 
traitement de cinq ans avec l’anastrozole chez des patientes post-ménopausée atteintes de 
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cancers du sein ER+ augmente leur survie de 40% 43. Il a été montré que sur les femmes post-
ménopausées, le létrozole à une efficacité supérieure au tamoxifène 44, ce qui fait des 
inhibiteurs d’aromatase le traitement de référence contre les cancers du sein ER+ chez la 
femme post-ménopausée 43. 
3) Le tamoxifène : pionnier de l’hormonothérapie 
3.1) Découverte du tamoxifène 
Dans les années 1960, alors que la compagnie ICI Pharmaceuticals cherche de nouveaux 
agents contraceptifs, Michael Harper et Arthur Walpole synthétisent un triphenyléthylene 
appelé ICI-46,474 45, plus tard appelé tamoxifène. Le tamoxifène présente des propriétés anti-
ovulatoire chez le rat 46 mais il est pro-ovulatoire chez la souris. Il est décrit quelques années 
plus tard comme une molécule capable d’induire l’ovulation chez la femme 47. Considérant 
l’objectif initial de la compagnie ICI Pharmaceuticals, le tamoxifène est un échec comme 
contraceptif. Cependant, Arthur Walpole est intéressé par le développement de thérapies anti-
cancéreuse ce qui lui permet de découvrir au cours d’un bref essai clinique que le tamoxifène 
a des propriétés anti-cancéreuses sur des tumeurs mammaires de patientes 48. Malgré cela, 
l’intérêt d’ICI Pharmaceuticals pour le tamoxifène reste faible pour des raisons de rentabilité 
financière 35.  
 
Figure 9 : V. Craig Jordan et le 4-hydroxytamoxifène. En 1977, V. Craig Jordan montre que le tamoxifène est 
métabolisé en 4-hydroxytamoxifène. 
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V.Craig Jordan (Figure 9) est recruté à la fondation Worcester comme scientifique 
indépendant pour développer les anti-oestrogènes en thérapie anti-cancéreuse mammaire. Il 
s’intéresse au tamoxifène et montre sur un modèle de carcinome mammaire chimiquement 
induit chez le rat que le tamoxifène a des propriétés anti-cancéreuses 49. Il découvre aussi que 
le tamoxifène est métabolisé en 4-hydroxytamoxifène (Figure 9) qui a une affinité plus élevée 
pour le récepteur des oestrogènes, le tamoxifène est alors considéré comme une pro-drogue 50. 
En 1980, V.Craig Jordan montre que le 4-hydroxytamoxifène est un métabolite actif du 
tamoxifène puisqu’il a des effets anti-cancéreux supérieurs sur des cancers mammaires de rat 
51. Grâce à la communication des résultats obtenus en laboratoire aux cliniciens en charge 
d’un essai clinique sur le tamoxifène, le tamoxifène est testé pendant deux ans sur des 
patientes atteintes de cancers du sein exprimant le récepteur des oestrogènes 52. Lors de cet 
essai clinique, le tamoxifène a été démontré comme un agent thérapeutique prometteur pour le 
traitement des cancers du sein ER+, ce qui a motivé son application clinique pour le 
traitement à grande échelle de ces cancers. Désormais, on considère que plus d’un million de 
femmes dans le monde sont actuellement en vie grâce au tamoxifène 53. 
 
3.2) Mécanisme d’action du tamoxifène 
3.2.1) Mode d’action génomique 
Les oestrogènes comme l’oestradiol (E2) exercent leur action physiologique en se liant à leur 
récepteur intracellulaire ER. Cette liaison provoque un changement conformationnel d’ER 
cytoplasmique qui s’homodimérise et entre dans le noyau (Figure 10A). Il se lie sous forme 
de dimère à un élément de réponse d’ER (ERE : Estrogen Receptor response Element) présent 
dans le promoteur de ses gènes cibles. ER lie des coactivateurs transcriptionnels qui à leur 
tour recrute la machinerie générale de transcription. La fixation d’E2 à ER provoque ainsi 
l’activation des gènes sous le contrôle d’ER 13. ER peut aussi activer indirectement ses gènes 
cibles en interagissant avec les facteurs de transcription AP-1 ou Runx1 54. Parmi les gènes 
cibles d’ER, on compte des gènes impliqués dans la prolifération cellulaire (Figure 10B) tel 
que la Cycline D1 qui expliquent les effets mitogènes des oestrogènes dans ses tissus cibles, 
ainsi que des gènes impliqués dans la survie cellulaire tel que Bcl-2 55. 
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Figure 10 : Mode d’action génomique et non génomique des oestrogènes et du tamoxifène. A. Mécanismes 
d’action non génomiques des oestrogènes via le récepteur des oestrogènes et GPR30 36. B. Mécanismes d’action 
génomiques du tamoxifène sur la prolifération cellulaire (a) et sur la mort cellulaire (b) 56. Les croix rouges 
montrent les gènes dont l’expression est inhibée par le tamoxifène. ER : Estrogen Receptor ; GPR30 : G Protein 
coupled Receptor 30. 
Les SERMs comme le tamoxifène ou le raloxifène se lient aussi à ER mais ils induisent une 
conformation du récepteur différente de celle adoptée lorsqu’il est lié à E2, ce qui provoque 
leur effet antagoniste ou agoniste partiel sur la signalisation oestrogénique 57. Dans le tissu 
mammaire, le tamoxifène inhibe l’activation de gènes cibles d’ER par E2 et aussi il stimule 
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l’expression de PR qui bloque la stimulation mitogénique induite par E2 34. Par ce 
mécanisme, le tamoxifène est capable d’inhiber la prolifération et la survie des cellules 
cancéreuses mammaires ce qui provoque l’arrêt de la croissance tumorale et la mort des 
cellules cancéreuses par apoptose. 
Le tamoxifène et le raloxifène sont des modulateurs d’ER c'est-à-dire qu’ils induisent une 
conformation intermédiaire d’ER entre la conformation agoniste et la conformation 
antagoniste. Cela veut dire que ER lié à un SERM peut recruter des corépresseurs mais aussi 
des coactivateurs avec différentes affinités 34. Par conséquent, ce qui détermine en partie la 
pharmacologie d’un SERM dans un tissu donné est la concentration des différents 
corégulateurs transcriptionnels. C’est ainsi que le tamoxifène a un effet antagoniste sur la 
prolifération des cellules mammaires mais qu’il a un effet agoniste sur la prolifération des 
cellules de l’endomètre. Le mécanisme responsable vient d’une expression plus élevée du 
coactivateur SRC-1 de la famille SRC/p160 (Steroid Receptor Coactivator) dans les cellules 
de l’endomètre, ce qui provoque des effets du tamoxifène similaires à ceux d’E2 dans ce tissu 
58. En revanche, le raloxifène n’a pas d’effet agoniste sur ER dans l’endomètre, ce qui montre 
la sélectivité tissulaire que peut avoir un SERM par rapport à un autre SERM. Ce mécanisme 
a permis d’expliquer la stimulation du cancer de l’endomètre par le tamoxifène, observé 
auparavant lors d’essais cliniques 59, 60. Cet effet secondaire limite l’utilisation du tamoxifène 
sur le long-terme. Toutefois, l’effet d’une prise prolongée de SERMs sur plusieurs années 
comme le tamoxifène ou le raloxifène est nettement meilleure contre les cancers du sein ER+ 
qu’un traitement avec ces mêmes molécules sur un temps plus court 35. Une étude clinique a 
testé le tamoxifène pendant plus de 5 ans sur des femmes ayant un risque élevé de développer 
un cancer du sein et a montré que le tamoxifène pouvait être utilisé en chimioprévention 
puisqu’il réduit de 50% l’incidence de cancers du sein chez les patientes traitées 61. Une étude 
comparative entre le tamoxifène et le raloxifène a montré que ces deux molécules ont un 
potentiel similaire dans la chimioprévention des cancers du sein et le risque de cancer de 
l’endomètre est équivalent. L’avantage retrouvé avec le raloxifène est que le risque de 
thrombose est plus faible qu’avec le tamoxifène 62. Le raloxifène semble donc être un meilleur 
candidat que le tamoxifène pour la chimioprévention des cancers du sein ER+ 63. 
3.2.2) Mode d’action non génomique 
Les mécanismes d’action nucléaire d’ER sont bien décrits mais une part du mécanisme 
d’action de la signalisation oestrogénique se déroule en dehors du noyau, au niveau de la 
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membrane plasmique et du cytoplasme (Figure 10A) 36. Une faible proportion d’ER est 
localisée au niveau de la membrane plasmique grâce à une modification post-traductionnelle 
qui est un acide palmitique liée de façon covalente au LBD (Ligand Binding Domain), le 
domaine de liaison à l’hormone 64. Lorsque ER est activé par E2, il interagit avec la protéine 
MNAR (Modulator of Non-genomic Action of estrogen Receptor), Shc, IGF-1R et Cas qui 
servent de protéines intermédiaires entre ER activé et les protéines c-Src et la Phosphatidyl 
Inositol 3-phosphate Kinase (PI3K) 36. De plus, une interaction directe d’ER avec PI3K a 
aussi été décrite 65. L’interaction directe et indirecte d’ER avec la voie de signalisation de la 
PI3K et c-Src permet à E2 de stimuler l’activité des Mitogen-Activated Protein Kinase 
(MAPK) qui stimulent la prolifération cellulaire. L’implication de ce mécanisme dans les 
effets du tamoxifène n’est pas clair puisqu’il semblerait que le tamoxifène affecte cette voie 
de manière indépendante du récepteur des oestrogènes 66, 67. 
L’oestradiol a une autre cible qu’ER, il s’agit de GPR30 qui est un récepteur couplé aux 
protéines G 36. GPR30 est capable de moduler l’activité de la Protéine Kinase A et des MAPK 
68. Par ce mécanisme, l’E2 peut stimuler rapidement la prolifération cellulaire en activant la 
voie de signalisation des MAPK. L’implication de GPR30 dans la stimulation de la 
prolifération cellulaire par E2 reste à approfondir. Par exemple, l’inactivation de GPR30 par 
des siRNA dans des cellules cancéreuses mammaires n’affecte pas la prolifération induite par 
E2. En revanche dans des cellules cancéreuses de l’endomètre, GPR30 est responsable de la 
stimulation de la prolifération cellulaire par E2 mais aussi par le 4-hydroxytamoxifène 69. 
GPR30 pourrait donc participer aux effets oncogènes du tamoxifène dans l’endomètre. 
 
3.3) Les effets secondaires du tamoxifène 
Comme nous l’avons vu dans la partie 3.2.1), le tamoxifène peut augmenter le risque de 
développer un cancer de l’endomètre chez les patientes traitées. Les SERMs comme le 
tamoxifène et le raloxifène ont aussi un effet agoniste sur la protection osseuse, tout comme 
les oestrogènes qui sont impliqués dans la dynamique osseuse. Il a été montré que les 
oestrogènes sont capables d’empêcher la perte osseuse en inhibant la différenciation des 
ostéoclastes qui sont responsables de la dégradation de la matrice extracellulaire osseuse 70. 
Aussi, les oestrogènes induisent l’expression du ligand du récepteur de mort cellulaire Fas par 
les ostéoclastes ce qui provoque leur mort par apoptose 71. Ces deux mécanismes moléculaires 
expliquent l’apparition d’ostéoporose chez la femme ménopausée 72 qui nécessite un 
traitement pour éviter les fracture osseuses 73. Les cliniciens ont observé que le traitement de 
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patientes ménopausées atteintes de cancers du sein ER+ par le tamoxifène permet d’accroitre 
la densité osseuse 74. Cependant, le traitement de l’ostéoporose chez la femme post-
ménopausée s’effectue sur de nombreuses années et les effets pro-carcinogènes du tamoxifène 
sur l’endomètre ont motivé l’évaluation d’autres SERMs pour le traitement de l’ostéoporose. 
Le raloxifène, qui n’induit pas l’oncogenèse de l’endomètre, a été testé en clinique et il a été 
observé que ce SERM augmente la densité minérale osseuse chez la femme post-ménopausée 
75, ce qui a conduit à utiliser le raloxifène dans le traitement de l’ostéoporose de la femme 
ménopausée, et qui est validé par la Food and Drug Administration (FDA)  73. 
Les SERMs ont un effet bénéfique sur le taux de cholestérol sérique en le diminuant 74. Le 
raloxifène diminue le taux de LDL (Light Density Lipoprotein) circulant 76, qui est considéré 
comme le « mauvais cholestérol » car cette lipoprotéine transporte le cholestérol du foie vers 
les organes périphériques et elle est responsable du dépôt de cholestérol sur les parois 
artérielles. Le tamoxifène diminue le taux de cholestérol de sept fois chez la souris ainsi que 
le taux de LDL et il augmente le taux de HDL (High Density Lipoprotein) qui permet le 
transport du cholestérol des tissus périphériques vers le foie pour son élimination. Un 
traitement par le tamoxifène de souris mâles déficientes pour l’expression de 
l’apolipoprotéine E, qui est un modèle murin d’athérosclérose, diminue les lésions artérielles 
provoquées par l’accumulation de lipides 77. Cependant, même si le tamoxifène permet une 
amélioration du taux de cholestérol, il est responsable d’une augmentation du taux de 
triglycérides chez certaines patientes 78 alors que le raloxifène ne provoque pas 
d’hypertriglycéridémie 79. Il a été montré en clinique que le tamoxifène diminue l’activité de 
la lipoprotéine lipase et de la triglycéride lipase hépatique qui sont responsables de la 
métabolisation des triglycérides et pourraient expliquer ses effets hypertriglycéridémiants. 
L’induction de l’hypertriglycéridémie dépend de la dose de tamoxifène administrée aux 
patientes puisqu’une diminution de la dose administrée diminue l’hypertriglycéridémie 80. 
Une étude clinique a testé une co-administration de Vitamine E ou de Vitamine C, qui sont 
des antioxydants naturels, avec le tamoxifène chez des patientes traitées 81. Ils ont observé que 
la Vitamine E et la Vitamine C diminuent l’effet hypertriglycéridémiant du tamoxifène, ce qui 
suggère qu’un processus oxydatif est nécessaire pour que le tamoxifène augmente le taux de 
triglycérides. 
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3.3) Une cible secondaire du tamoxifène : le complexe AEBS 
3.3.1) Découverte du site de liaison des anti-oestrogènes (AEBS) 
En 1980, Robert Sutherland met en évidence une cible secondaire de haute affinité des 
SERMs, appelé AEBS pour AntiEstrogen Binding Site, qui ne lie pas l’oestradiol 82. Cette 
découverte est appuyée par les travaux de Jean-Charles Faye qui a identifié presque 
simultanément AEBS dans le cytosol de cellules de l’utérus de rat 83. L’ICI 182,780 
(Fulvestrant), qui est aussi un anti-œstrogène mais n’appartenant pas à la famille des SERMs, 
lie aussi un site de haute affinité différent de l’ER mais qui n’est pas AEBS 84, ce qui montre 
qu’AEBS a une véritable spécificité pour les SERMs. Rapidement, une partie du 
pharmacophore reconnu par AEBS a été caractérisé, il s’agit de la chaine latérale aminoéther 
que tous les SERMs ont en commun 85. Alors que l’oxydation du tamoxifène en 4-
hydroxytamoxifène augmente son affinité de 50 fois pour le récepteur des oestrogènes, cela 
n’est pas le cas pour AEBS qui lie ces deux SERMs avec la même affinité qui est de l’ordre 
du nanomolaire 86. Ces résultats montrent que les SERMs ont une relation de structure-affinité 
différente pour AEBS et pour ER et qu’AEBS est une cible des SERMs 
pharmacologiquement bien distincte d’ER. Cela est confirmé par la présence d’un site de 
haute affinité pour les SERMs, correspondant aux caractéristiques d’AEBS, dans des biopsies 
de tumeurs du sein humaines n’exprimant pas ER 87. Des cellules MCF-7 résistantes aux 
effets cytotoxiques du tamoxifène ont été générées dans le laboratoire de Francis Bayard : la 
lignée résistante RTx6 86. Les cellules RTx6 ne sont pas affectées au niveau de la capacité 
d’ER à lier le tamoxifène et l’oestradiol mais elles contiennent beaucoup moins d’AEBS, ce 
qui suggère qu’AEBS a un rôle important dans les effets anti-cancéreux du tamoxifène et 
qu’un mécanisme d’action du tamoxifène indépendant d’ER pourrait exister.  
3.3.2) Effets cytostatiques, cytotoxiques et métabolisme lipidique 
En 1984, le DPPE qui est un ligand d’AEBS est synthétisé (Figure 11) 88. Il s’agit d’un dérivé 
du tamoxifène de type diphénylméthane. Les auteurs ont montré que le DPPE ne se lie pas à 
ER, ce qui en fait un ligand sélectif d’AEBS. 
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Figure 11 : Ligands synthétiques et naturels du site de liaison des anti-oestrogènes (AEBS). Le DPPE et le 
PBPE sont des ligands synthétiques spécifiques d’AEBS alors que les stérols ci-dessus sont des ligands naturels 
endogènes. 
 
Ce type de ligand ouvre la perspective d’étudier spécifiquement le rôle d’AEBS ainsi que la 
part du mécanisme d’action des SERMs qui relève spécifiquement d’AEBS 89. AEBS est 
localisé au niveau de la membrane réticulum endoplasmique granuleux dans des extraits de 
foie de rat 90 puis dans les cellules MCF-7 91, et le ligand spécifique d’AEBS est capable de 
s’y lier 88, ce qui confirme son identité. Une étude a utilisé un ligand spécifique d’AEBS, le 
tert-Butylphenoxyethyl diéthylamine (t-BuPE) pour caractériser l’implication d’AEBS dans 
les effets anti-prolifératifs des SERMs 92. Les auteurs n’ont constaté aucun potentiel de ce 
ligand à reproduire des effets cellulaires constatés avec les SERMs, ce qui a laissé supposer 
que l’importance d’AEBS dans les effets anti-cancéreux des SERMs est probablement 
mineure. Cependant, on sait maintenant que le t-BuPE est un ligand de faible affinité pour 
AEBS, ce qui explique certainement l’absence d’effet anti-prolifératif du t-BuPE sur des 
cellules cancéreuses mammaires 93. En effet, il a été montré que des ligands qui lient 
spécifiquement AEBS avec une forte affinité 88, inhibent la prolifération cellulaire d’une 
manière dépendante de la présence d’AEBS 94, 95. Cela montre qu’AEBS pourrait être 
impliqué dans les effets anti-prolifératifs du tamoxifène. AEBS est ubiquitaire et il peut avoir 
un rôle dans d’autres types tumoraux que les tumeurs mammaires. Le tamoxifène est capable 
d’agir en synergie avec le cisplatin en clinique sur des mélanomes métastatiques 96 et sur la 
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sensibilité de cellules de mélanome au cisplatine 97. La résistance des cellules de mélanomes 
aux effets cytotoxiques du tamoxifène est spécifiquement corrélée avec sa perte d’affinité 
pour AEBS, ce qui révèle une implication d’AEBS dans la résistance des cellules de 
mélanome aux effets synergiques du tamoxifène avec le cisplatine 98. Cela suggère qu’AEBS 
peut être une cible thérapeutique intéressante pour des cancers autres que les cancers du sein. 
Les SERMs inhibent aussi la prolifération de cellules lymphoïdes, qui appartiennent à un type 
cellulaire qui n’expriment pas ER, et l’ajout de cholestérol ou de lipoprotéines inhibe les 
effets cytostatiques des SERMs 99. Cela confirme l’implication d’AEBS dans les effets 
cytostatiques des SERMs de façon indépendante de la présence d’ER et cela suggère une 
implication du métabolisme du cholestérol dans ces effets. Un autre ligand spécifique 
d’AEBS, de la famille des benzofuranes, inhibe la prolifération cellulaire et la biosynthèse du 
cholestérol, ce qui montre qu’AEBS est impliqué dans le métabolisme du cholestérol 100. Une 
autre étude conforte cette hypothèse en montrant que des stérols oxydés en position 7 comme 
le 7-cétocholestanol sont capables de se lier à AEBS 101, 102 ainsi que d’inhiber la prolifération 
cellulaire de façon corrélée avec leur affinité pour AEBS 103. En accord avec ces données, 
AEBS contient au moins une enzyme impliquée dans le métabolisme du cholestérol puisqu’il 
est montré que le tamoxifène se lie à la delta 8, delta 7-cholestérol isomérase 104. Une autre 
classe de lipides comprend des ligands d’AEBS, il s’agit des acides gras insaturés qui sont 
capables de se lier à AEBS 105 et d’empêcher la liaison du tamoxifène à AEBS de façon non 
compétitive 106, ce qui suggère qu’AEBS puisse être aussi impliqué dans le métabolisme 
lipidique. Cela voudrait dire que l’implication d’AEBS dans le métabolisme du cholestérol et 
le métabolisme lipidique pourrait expliquer les effets du tamoxifène sur la perturbation du 
profil lipidique sérique chez les patientes traitées avec ce SERM 78.  
3.3.3) Identification moléculaire d’AEBS 
Afin d’identifier la nature moléculaire d’AEBS, une sonde qui présente une photoaffinité pour 
AEBS a été synthétisée 107. Cette sonde a permis la mise au point d’une méthode de 
purification d’AEBS afin de pouvoir l’analyser 108. Chez le rat, la purification d’AEBS a 
permis d’identifier une protéine qui est une époxyde hydrolase microsomale (mEH). 
L’expression de cette protéine ne permet pas la liaison du tamoxifène, ce qui montre que la 
mEH est une protéine associée à AEBS mais qu’elle n’est pas directement impliquée dans la 
liaison du tamoxifène 109. Toutefois, cette étude a été reprise par un essai clinique qui a 
montré que l’expression de l’époxyde hydrolase microsomale est prédictive de la réponse des 
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cancers du sein au tamoxifène 110. Cela veut dire qu’AEBS ou du moins l’une de ses sous-
unités pourrait être un marqueur de la réponse clinique au tamoxifène et qu’il pourrait 
éventuellement être impliqué dans des phénomènes de résistance à l’hormonothérapie. Une 
nouvelle étude avec une sonde présentant une affinité plus forte pour AEBS a identifié deux 
protéines supplémentaires qui entrent dans la composition d’AEBS hépatique : il s’agit d’une 
carboxylestérase et d’une protéine hépatique de liaison des acides gras (L-FABP : Liver Fatty 
Acid Binding Protein) qui sont impliquées dans la liaison du tamoxifène 111. Cependant, il 
avait été montré que l’AEBS hépatique et l’AEBS provenant de cellules cancéreuses 
mammaires ont une pharmacologie différente ce qui suggère que leur composition n’est pas la 
même 112. Afin d’optimiser l’étude d’AEBS, de nouveaux ligands spécifiques d’AEBS et de 
meilleure affinité ont été synthétisés. Parmi ces ligands, le PBPE est l’un des plus efficaces 
pour se lier à AEBS et provoquer la mort cellulaire des cellules MCF-7 113. Des études 
antérieures avait montré que AEBS semble impliqué dans le métabolisme des stérols 99-103, 
avec une enzyme cholestérogénique liant le tamoxifène clairement identifié, la D8D7I 104. 
L’équipe de Marc Poirot a étudié l’effet de ligands d’AEBS, tels que le tamoxifène et le 
PBPE, sur la biosynthèse du cholestérol dans des cellules de cancers du sein MCF-7 93. Ils ont 
pu détecter une accumulation de stérols intermédiaires de la cholestérogenèse sous l’action 
des deux ligands d’AEBS testés : une accumulation de zymosténol avec le tamoxifène, et une 
accumulation de zymosténol et de 7-déshydrocholestérol avec le PBPE. Ces résultats 
suggéraient que les ligands d’AEBS inhibent des enzymes cholestérogéniques qui ont pour 
substrat les stérols accumulés sous l’action du tamoxifène et du PBPE. Le zymosténol est un 
substrat de la D8D7I, déjà identifié pour lier le tamoxifène 104, 114, et le zymosténol 
s’accumule avec un traitement des cellules MCF-7 avec le tamoxifène et avec le PBPE. Cela 
suggère que la D8D7I occupe une position essentielle pour la constitution du site de liaison 
aux ligands d’AEBS. Cependant, un groupe a déjà testé la liaison du tamoxifène à D8D7I. Les 
auteurs ont observé que le tamoxifène est capable de se lier à D8D7I lorsqu’elle est exprimée 
chez la levure mais pas lorsqu’elle est exprimée dans des cellules de mammifères 114. Cela 
n’exclu pas que D8D7I puisse être impliquée dans le site de liaison d’AEBS mais cela 
suggère que chez les mammifères, l’expression de D8D7I seule ne suffit pas à reconstituer 
AEBS. Comme le PBPE provoque une accumulation de 7-déshydrocholestérol dans les MCF-
7 93, la 7-déshydrocholestérol réductase (DHCR7) qui catalyse sa conversion en cholestérol 
pourrait aussi entrer dans la composition d’AEBS dans les cellules de mammifères. Le groupe 
de Marc Poirot a donc mis en œuvre une co-expression ectopique de D8D7I et de DHCR7 
dans des cellules Cos-7 qui sont des cellules embryonnaires de rein de singe vert, ce qui 
‐59‐ 
 
provoque une augmentation du nombre de sites de liaison des ligands d’AEBS dans ces 
cellules, contrairement à l’expression de l’une ou l’autre de ces deux enzymes qui n’augmente 
pas le nombre d’AEBS. Une expérience de co-immunoprécipitation a démontré que D8D7I et 
DHCR7 interagissent physiquement. Par conséquent, ces données montrent qu’AEBS est un 
complexe hétéro-oligomérique formé par les enzymes cholestérogéniques D8D7I et DHCR7 
et que la liaison de ligands d’AEBS, tels que le tamoxifène et le PBPE, provoquent une 
perturbation de leur activité enzymatique conduisant à une accumulation de stérols (Figure 
12).  
 
Figure 12 : Mode d’action des ligands d’AEBS sur le site AEBS 115. AEBS est constitué des enzymes 
cholestérogéniques D8D7I et DHCR7. Les ligands d’AEBS inhibent l’activité enzymatique de ces deux enzymes 
ce qui provoque une accumulation de leur substrat respectif : le zymosténol pour D8D7I et le 7-
déshydrocholestérol pour DHCR7. AEBS = AntiEstrogen Binding Site ; D8D7I = 3β-hydroxycholestérol-Δ8, 
Δ7-isomérase ; DHCR7 = 7-déshydrocholestérol réductase ; End. Ret : Endoplasmic Reticulum. 
 
D’autres enzymes pourraient entrer dans la composition d’AEBS telles que la Cholestérol 
delta5-Désaturase (C5DS) ou la Déshydrocholestérol delta24-Reductase (DHCR24) puisque 
le tamoxifène et le PBPE provoquent une accumulation de desmostérol. Toutefois, D8D7I et 
DHCR7 suffisent à reconstituer AEBS ce qui suggère que l’association de ces deux protéines 
porte le site de liaison des ligands d’AEBS. 
3.3.4) Induction de la différenciation et de la mort cellulaire 
Afin de caractériser le mode d’action cellulaire des ligands d’AEBS, Bruno Payré et al. ont 
étudié les effets cytostatiques du tamoxifène et du PBPE sur les cellules MCF-7 à des 
concentrations cytostatiques 116. Ils ont montré que les ligands d’AEBS induisent des 
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caractéristiques de différenciation cellulaire c'est-à-dire une accumulation des cellules dans la 
phase G0-G1 du cycle cellulaire et l’apparition de caractères propres aux cellules épithéliales 
luminales différenciées dont dérive potentiellement la lignée cancéreuse MCF-7 qui est 
classée dans le cancer du sein luminal A. En effet, les ligands d’AEBS provoquent une reprise 
de l’activité sécrétoire des cellules MCF-7 associée à la lactation comme en témoigne la 
sécrétion de lipides et d’une protéine retrouvés naturellement dans le lait : des triglycérides et 
la Milk Fat Globule Protein 8 (MFGE-8). Le zymosténol et le 7-déshydrocholestérol, qui 
s’accumulent dans des cellules traitées avec les ligands d’AEBS 93, ont la même capacité à 
induire la différenciation des cellules MCF-7 ce qui suggère que l’accumulation de ces stérols 
provoquée par les ligands d’AEBS est responsable de la différenciation cellulaire. Cependant, 
le mécanisme d’action impliquant l’accumulation de stérols semble plus complexe puisque 
l’inhibition de l’oxydation par la vitamine E qui est un antioxydant naturel inhibe les effets 
différenciants du tamoxifène, du PBPE ainsi que du zymosténol et du 7-déshydrocholestérol. 
Cela suggère que l’oxydation des stérols accumulés dans les cellules traitées par les ligands 
d’AEBS est essentielle pour l’induction de la différenciation des cellules MCF-7. 
Dans une autre étude, Philippe de Medina et al. ont utilisé des concentrations cytotoxiques de 
PBPE et de tamoxifène sur les cellules MCF-7 et ils ont constaté une induction de la mort 
cellulaire par apoptose ainsi que des caractéristiques d’autophagie 117. L’apoptose et 
l’autophagie provoquées par les ligands d’AEBS dépendent de l’accumulation de stérols. Les 
ligands d’AEBS augmentent la quantité d’espèces oxygénées réactives (ROS : Reactive 
Oxygen Species) responsables du stress oxydant cellulaire capable de provoquer l’oxydation 
de stérols 118. L’oxydation des stérols accumulés est nécessaire pour l’induction de la mort 
cellulaire mais pas de l’autophagie. Lorsque l’autophagie est inhibée pharmacologiquement et 
génétiquement par l’extinction de la protéine autophagique Beclin 1, la mort cellulaire induite 
par les ligands d’AEBS augmente ce qui montre que l’autophagie provoquée par le 
tamoxifène et le PBPE est cytoprotectrice. Ces résultats montrent que l’accumulation des 
stérols induite par les ligands d’AEBS provoque une autophagie cytoprotectrice et que leur 
oxydation en oxystérols est responsable de la mort des cellules MCF-7 par apoptose. 
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Figure 13 : Mécanisme d’action des ligands d’AEBS dans la différenciation et la mort cellulaire de cellules 
cancéreuses mammaires. Les ligands d’AEBS (Tam, PBPE) inhibent les activités enzymatiques portées par le 
complexe AEBS ce qui provoque une accumulation de stérols impliqués dans l’induction de l’autophagie. En 
parallèle, les ligands d’AEBS induisent une production de ROS qui interviennent dans l’oxydation des stérols ce 
qui provoque l’apparition  d’oxystérols. Ces oxystérols induisent la différenciation et la mort des cellules 
cancéreuses mammaires.  AEBS = AntiEstrogen Binding Site ; D8D7I = 3β-hydroxycholestérol-Δ8, Δ7-
isomérase ; DHCR7 = 7-déshydrocholestérol réductase ; Tam = Tamoxifène ; ROS = Reactive Oxygen Species. 
 
Ces deux études révèlent un mécanisme d’action commun des ligands d’AEBS (Figure 13) 
qui induisent une accumulation de ROS et de stérols qui sont oxydés en oxystérols. Les 
oxystérols produits seraient responsables de la différenciation cellulaire et de la mort 
cellulaire par apoptose des cellules cancéreuses mammaires provoqués par les ligands 
d’AEBS 115. Le mécanisme moléculaire par lequel les oxystérols accumulés induisent la 
différenciation et la mort cellulaire reste à identifier. Les Liver X Receptors (LXRs) 
pourraient être impliqués dans les effets oxystérol-dépendants des ligands d’AEBS puisque ce 
sont les récepteurs nucléaires des oxystérols 119. Ils sont capables d’activer des programmes 
complexes d’expression de gènes responsables d’une réponse cellulaire et physiologique à 
l’accumulation de stérols. Les LXRs sont aussi des activateurs de la lipogenèse et pourraient 
être des acteurs de la différenciation des cellules MCF-7 qui est caractérisée par une 
augmentation de la production et de la sécrétion de lipides. Aussi, les LXRs sont impliqués 
dans le contrôle de la mort cellulaire 120, ils pourraient donc réguler l’induction de la mort 
cellulaire par les ligands d’AEBS. L’étude de l’implication des LXRs dans les effets anti-
cancéreux des ligands d’AEBS constitue la première partie de mes travaux de thèse. 
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3.3.5) La ChEH à l’origine d’une nouvelle voie métabolique 
En 2010, nous avons identifié qu’AEBS porte l’activité enzymatique Cholestérol-5,6-
Epoxyde Hydrolase (ChEH) qui catalyse l’hydrolyse des époxydes de cholestérol alpha 
(CEα : Cholesterol Epoxide alpha) et beta (CEβ : Cholesterol Epoxide beta) en cholestane 
triol (CT) (Figure 14A) 121. Cette découverte a été inspirée par des travaux antérieurs qui ont 
identifié une activité enzymatique cholestérol époxyde hydrolase dans des microsomes 122, 
c'est-à-dire le même compartiment cellulaire où se trouve AEBS 90. D’autres travaux ont 
montré que l’activité cholestérol époxyde hydrolase est inhibée par des stérols oxydés sur le 
cycle B  comme le 7-cétocholestanol 123, qui est aussi un ligand d’AEBS 102. Afin de voir si 
un lien structural et fonctionnel existe entre AEBS et la ChEH, nous avons regardé si les 
substrats (CE) et le produit (CT) de la ChEH sont capables de se lier à AEBS. Nous avons 
observé une affinité des CEs de l’ordre du nanomolaire et du CT de l’ordre du micromolaire 
pour AEBS. D’autre part, le tamoxifène, le PBPE ainsi que de nombreux autres ligands 
d’AEBS synthétiques sont capables d’inhiber l’activité ChEH avec une constante d’inhibition 
de l’ordre du nanomolaire (Figure 14B). Ces résultats ont permis d’établir une corrélation 
positive entre la constante d’affinité pour AEBS et la constante d’inhibition de la ChEH pour 
chaque ligand d’AEBS testé. Lors de l’identification moléculaire d’AEBS, la co-expression 
de la D8D7I et de DHCR7 avait permis la reconstitution d’AEBS 93. Dans notre étude nous 
avons aussi effectué la co-expression de la D8D7I et de DHCR7 et nous avons constaté 
qu’elle permet d’augmenter fortement l’activité ChEH, contrairement à l’expression unique 
de chacune des deux enzymes qui ne permet qu’une augmentation modérée de l’activité 
ChEH. Finalement, nous avons effectué l’extinction de la D8D7I et de DHCR7 dans les 
cellules MCF-7 avec des siRNAs. L’extinction de DHCR7 augmente la constante de 
Michaelis-Menten (KM) alors que l’extinction de la D8D7I diminue la vitesse enzymatique 
maximale (Vm). En revanche, l’extinction simultanée de DHCR7 et de la D8D7I diminue 
drastiquement l’activité ChEH de 92%, ce qui montre que l’expression des deux enzymes est 
nécessaire pour que l’activité ChEH soit fonctionnelle dans la cellule. Cette étude montre 
qu’AEBS et la ChEH sont portés par le même complexe enzymatique formé de DHCR7 et 
D8D7I.  
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Figure 14 : L’activité cholestérol époxyde hydrolase (ChEH) et le mécanisme réactionnel de synthèse de la 
Dendrogénine A (DDA) 121. A. L’activité ChEH est portée par le complexe AEBS formé par les enzymes 
D8D7I et DHCR7, et elle catalyse l’hydrolyse du cholestérol-5,6-époxyde (CE) en cholestane triol (CT). B. Les 
ligands d’AEBS inhibent l’activité ChEH ce qui provoque une accumulation de cholestérol-5,6-époxyde. C. La 
DDA est produite par la réaction du cholestérol-5,6-époxyde alpha (CEα) avec l’histamine. AEBS = 
AntiEstrogen Binding Site ; D8D7I = 3β-hydroxycholestérol-Δ8, Δ7-isomérase ; DHCR7 = 7-
déshydrocholestérol réductase. 
 
Il ressort de cette étude que le tamoxifène et le PBPE sont des inhibiteurs de la ChEH et 
provoquent une accumulation de CE (Figure 14B). Les effets des ligands d’AEBS sur la 
différenciation et la mort cellulaire passent par une accumulation de stérols mais les CEs 
n’ont pas été testés pour la production de ces effets. Dans une autre étude, de Medina et al. 
ont montré que les CEs sont incapables d’induire la différenciation des cellules MCF-7 124 à 
des concentrations inférieures au micromolaire, ce qui suggère que les CEs ne sont pas 
impliqués dans les effets différenciants des ligands d’AEBS ou qu’ils sont transformés en une 
autre classe de molécule qui possède une activité différenciante. Une étude avait montré 
qu’AEBS lie l’histamine 125, ce qui suggère que les CEs et l’histamine peuvent 
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potentiellement être concentrés à proximité l’un de l’autre au niveau d’AEBS. La fonction 
amine de l’histamine est nucléophile et pourrait effectuer une attaque nucléophile au niveau 
d’un carbonyle engagé dans la fonction époxyde des CEs puisqu’ils sont électrophiles (Figure 
14C). Cette hypothèse réactionnelle a conduit de Medina et al. à synthétiser le produit de la 
réaction entre l’histamine et le CEα puisqu’ils ont constaté que le CEβ ne réagit pas avec 
l’histamine. Le produit de cette réaction, le 6-histaminylcholestan-3,5-diol (HiCD) a été testé 
pour sa capacité à induire la différenciation cellulaire sur des monocytes et des précurseurs 
embryonnaires de neurones car la différenciation de ces deux types cellulaires respectivement 
en cellule dendritique et en neurone est facilement observable en microscopie photonique 
puisqu’elle est associée à une émission de dendrites. L’HiCD induit la différenciation 
cellulaire des deux modèles cellulaires testés et par conséquent, sa capacité à induire la 
production de dendrites à des concentrations de l’ordre du nanomolaire a conduit de Medina 
et al. à appeler ce composé la dendrogénine A (DDA) comme la première molécule de la 
nouvelle famille des alkylaminooxystérol. Les propriétés différenciantes de la DDA ont été 
testées sur la lignée cellulaire cancéreuse mammaire MCF-7 et sur la lignée cellulaire de 
mélanome métastatique SK-MEL28. La DDA induit la différenciation des MCF-7 avec 
l’apparition des mêmes caractéristiques de différenciation observées avec le tamoxifène et le 
PBPE, c'est-à-dire une accumulation de triglycérides et la production de la protéine du lait 
MFGE-8. La DDA provoque l’apparition de dendrites sur les SK-MEL28 et augmente la 
production de mélanine, qui sont deux caractéristiques typiques des mélanocytes dont 
dérivent les cellules de mélanome. Cela montre que la DDA a une activité différenciante sur 
plusieurs types de cancers. La cytotoxicité de la DDA a ensuite été évaluée sur des lignées 
cellulaires très diverses de cancers (côlon, sein, poumon, mélanome, neuroblastome, gliome, 
leucémies) et il a été montré que la DDA induit la mort cellulaire de l’ensemble des lignées 
cancéreuses testées avec une IC50 de l’ordre du micromolaire. Sa capacité à provoquer la 
mort cellulaire de cancers très agressifs comme le mélanome métastatique à des 
concentrations relativement faibles fait de la DDA un potentiel agent chimiothérapeutique 
prometteur pour le traitement de ces cancers pour lesquels peu de solutions thérapeutiques 
existent. La deuxième partie de ma thèse consiste à élucider les mécanismes moléculaires par 
lesquels la DDA induit la mort cellulaire, ainsi que l’identification de la cible de la DDA et la 
caractérisation de son implication dans les mécanismes de mort cellulaire. La DDA dérivant 
du CEα qui est un ligand des LXRs 126, nous avons émis l’hypothèse que les LXRs puissent 
être les récepteurs cibles de la DDA. 
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II) Les Liver X Receptors (LXRs) 
1) Les récepteurs nucléaires et les LXRs 
1.1) Généralités 
Les récepteurs nucléaires sont des facteurs de transcription qui, pour la plupart d’entre eux, 
régulent l’expression génique sous la dépendance de la fixation d’un ligand (Figure 15). Les 
récepteurs nucléaires forment une superfamille de 48 membres qui contrôlent et régulent de 
très nombreuses fonctions cellulaires et physiologiques, de l’homéostasie cellulaire jusqu’au 
développement 127. Au sein de cette superfamille on distingue deux grandes classes de 
récepteurs nucléaires : les récepteurs stéroïdiens qui lient des hormones stéroïdes et les 
récepteurs non stéroïdiens.  
 
Figure 15 : Mécanisme d’action général des récepteurs nucléaires 128. Les récepteurs nucléaires sont activés 
en liant leur ligand et peuvent avoir une action cytoplasmique en interagissant avec des protéines cytoplasmiques 
(a). La liaison du ligand provoque la translocation de récepteurs nucléaires dans le noyau de la cellule (c). Selon 
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la nature du ligand, le récepteur nucléaire a une action répressive sur ses gènes cibles en recrutant des histones 
déacétylases (HDAC) (b), ou une action activatrice en recrutant des histones acétyltransférases (HAT) (d) puis le 
complexe de remodelage de la chromatine (CRM) qui permet la transcription de ses gènes cibles par l’ARN 
polymérase II (Pol II) (e). ERK : Extracellular signal-Regulated Kinase ; PI(3)-Kinase : PhosphatidylInositol-3-
Phosphate Kinase ; NR : Nuclear Receptor ; TAF : TBP-Associated Factor ; Ac : groupement acétyle. 
 
Les récepteurs nucléaires exercent leur activité dans le noyau de la cellule en se liant à l’ADN 
sous forme de monomère, homo- ou hétérodimère sur un élément de réponse spécifique à 
chaque récepteur nucléaire dans le promoteur de leurs gènes cibles. La majorité des récepteurs 
nucléaires régule ses gènes cibles en liant un ligand de nature hydrophobe ce qui provoque le 
recrutement de corégulateurs transcriptionnels au niveau de la chromatine. Les corégulateurs 
associés aux récepteurs nucléaires modifient l’accessibilité de la chromatine et ils définissent 
la fréquence d’initiation de la transcription par le complexe général de transcription sur le 
promoteur des gènes cibles 129. Les corégulateurs transcriptionnels recrutés par un récepteur 
nucléaire peuvent être des corépresseurs ou des coactivateurs transcriptionnels selon la nature 
pharmacologique du ligand lié au récepteur. Les corépresseurs rendent la chromatine 
inaccessible aux facteurs généraux de transcription ce qui réprime l’expression des gènes. Les 
coactivateurs modifient la chromatine en la rendant accessible aux facteurs généraux de 
transcription sur le promoteur des gènes ce qui active leur expression 130. 
1.2) Nomenclature 
Les récepteurs nucléaires partagent une structure commune qui suggère qu’ils dérivent d’un 
même ancêtre génétique. Des études phylogénétiques ont montré que l’apparition des 
récepteurs nucléaires pourrait remonter aux eucaryotes unicellulaires 131. Les 48 récepteurs 
nucléaires que l’on retrouve désormais chez l’homme (Figure 16) seraient donc apparus au 
cours de dérives génétiques successives de gènes ancestraux de récepteurs nucléaires qui ont 
donné naissance à de nouveaux récepteurs spécialisés. A partir de similitudes de séquences 
génétiques, les récepteurs nucléaires ont été classés en familles et en sous-familles sur des 
critères de distance phylogénétique qui ont permis l’établissement d’un arbre phylogénétique 
sur lequel est basée la nomenclature des récepteurs nucléaires 127, 132. On distingue ainsi 7 
familles de récepteurs nucléaires classées de 0 à 6, chacune étant subdivisée en sous-familles 
représentées par des lettres. Les membres des sous-familles sont identifiés par des chiffres. 
Selon cette nomenclature, Liver X Receptor alpha (LXRα) est NR1H3 et Liver X Receptor 
beta (LXRβ) est NR1H2 127.  
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Figure 16 : Les récepteurs nucléaires humains et leurs ligands 127. Dans la colonne de gauche, les noms ds 
récepteurs nucléaires, dans la colonne de droite le nom officiel de leur gène selon la nomenclature 
phylogénétique des récepteurs nucléaires. 
1.3) Structure 
La structure moléculaire des récepteurs nucléaires est divisée en cinq domaines fonctionnels 
(Figure 17). De la partie N-terminale du récepteur vers sa partie C-terminale, on distingue une 
région activatrice AF-1 (Activation Function 1), un domaine de liaison à l’ADN (DBD : DNA 
Binding Domain), une région charnière, un domaine de liaison au ligand (LBD : Ligand 
Binding Domain) et une région activatrice AF-2 (Activation Function 2).  
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Figure 17 : Structure générale des récepteurs nucléaires 128. De leur partie N-terminale vers leur partie C-
terminale, les récepteurs nucléaires sont constitués d’un domaine AF-1 (A/B), d’un domaine de liaison de l’ADN 
(DBD ; C), d’une région charnière (D), d’un domaine de liaison du ligand (E) et d’un domaine AF-2 (F). AF : 
Activation Function ; AD : Activation Domain ; NLS : Nuclear Localization Signal. 
1.3.1) La fonction d’activation 1 (AF-1) 
La région AF-1 possède une fonction d’activation de la  transcription qui peut être 
indépendante de la fixation d’un ligand sur les récepteurs nucléaires 133, 134. AF-1 est le 
domaine le moins conservé des récepteurs nucléaires et le plus variable d’un récepteur 
nucléaire à l’autre au sein d’une même espèce 134. Elle contient des zones mal repliées 
appelées ID (Intrinsic disorders : désorganisations intrinsèques) qui seraient responsables de 
sa faible structuration 135. Néanmoins, la particularité d’AF-1 est d’adopter une forme 
structurée en liant des régulateurs transcriptionnels 136, 137, après que des modifications post-
traductionnelles d’AF-1 soient opérées 138 ou après qu’AF-1 ait subi un changement structural 
allostérique en coopération avec d’autres domaines du récepteur nucléaire 139. La structuration 
d’AF-1 lui permet ensuite d’exercer sa fonction transcriptionnelle en interagissant avec des 
cofacteurs transcriptionnels 133-139.  AF-1 est un domaine des récepteurs nucléaires dont 
l’activité est régulée par phosphorylation, ce qui rend son activité fortement dépendante des 
signalisations cellulaires spécifiques à chaque type cellulaire 140. Même si AF-1 est capable 
d’activer la transcription de gènes en l’absence de la région AF-2 141, 142, l’activation optimale 
des gènes par les récepteurs nucléaires nécessite la présence des deux fonctions d’activation 
de la transcription AF-1 et AF-2 qui permettent ensemble une meilleure stabilisation des 
corégulateurs transcriptionnels recrutés 133.  
Concernant les récepteurs LXRs, une seule étude a décrit brièvement la région AF-1 de 
l’isotype LXRα. Un isoforme de LXRα, LXRα2, généré par l’usage d’un promoteur alternatif 
et pour lequel il manque 45 acides aminés en position N-terminale par rapport au récepteur 
LXRα entier, LXRα1, a été identifié par le groupe de Peter Tontonoz. Cet isoforme a une 
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activité transcriptionnelle réduite par rapport à LXRα ce qui montre l’importance de la région 
AF-1 pour une activité optimale de LXRα 143.  
1.3.2) Le domaine de liaison à l’ADN (DBD) 
Le DBD est le domaine le plus conservé des récepteurs nucléaires. Il confère aux récepteurs 
nucléaires la capacité d’interagir directement avec une séquence d’ADN spécifique qui 
constitue un élément de réponse du récepteur nucléaire (HRE : Hormone Response Element : 
élément de réponse de l’hormone) dans le promoteur de ses gènes cibles. Le HRE peut être 
une répétition directe (direct repeat : DR) (Figure 18A, B), une répétition inversée (inverted 
repeat : IR) ou une répétition opposée (everted repeat : ER) du demi-site de séquence 
consensus AGAACA pour les récepteurs stéroïdiens (PR, MR, GR et AR) ou AGGTCA pour 
l’ER et les récepteurs non stéroïdiens (Figure 18A) 127. La majorité des récepteurs nucléaires 
se lient aux HREs sous forme de dimères, chacun des deux partenaires se liant sur un des 
deux demi-sites constituant le HRE (Figure 18B).  
 
Figure 18 : Les types d’élément de réponse des récepteurs nucléaires. A. Les éléments de réponse des 
récepteurs nucléaires sont constitués d’une séquence consensus nucléotidique 5’-AGGTCA-3’ monomérique ou 
répétée deux fois de façon directe et séparé par n bases (DR), répétée de façon inversée (IR) ou répétée de façon 
opposée (ER) 144. B. Liaison schématique des dimères de récepteurs nucléaires à un élément de réponse direct et 
exemple non exhaustif de récepteurs nucléaires liant ce type d’élément de réponse en hétérodimère avec RXR ou 
en homodimère 145. 
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Les deux demi-sites sont espacés d’un nombre variable de bases qui contribue à la spécificité 
de la reconnaissance du HRE par le dimère 127, 145. La structure du DBD des récepteurs 
nucléaires est connue précisément depuis la première détermination de la structure 
cristallographique du DBD du récepteur des glucocorticoïdes (GR : Glucocorticoid Receptor) 
en 1991 146. La forte conservation de ce domaine permet de considérer que la structure 
générale du DBD d’un récepteur nucléaire modèle, comme GR, est transposable à l’ensemble 
des récepteurs nucléaires147.    
1.3.2.1) Structure du DBD des récepteurs nucléaires 
Le DBD a une structure globulaire (Figure 19C). Il est constitué de deux motifs à doigt de 
zinc, de deux hélices alpha 1 et 2, et d’une extension C-terminale (CTE) (Figure 19A, B). 
L’hélice alpha 1 interagit directement avec le sillon majeur de l’ADN tandis que l’hélice 
alpha 2 stabilise la structure du DBD 147. Le DBD est subdivisé en 4 séquences peptidiques 
fonctionnelles qui sont appelées les boîtes P, D, T et A. La boîte P située au niveau de l’hélice 
alpha 1 permet la reconnaissance d’un demi-site du HRE et elle définit la spécificité de la 
liaison entre un récepteur nucléaire et son HRE. La boîte D participe à la dimérisation des 
DBD des récepteurs nucléaires. La boîte D est localisée dans le doigt de zinc C-terminal et 
elle détermine aussi l’espacement requis entre les deux demi-sites du HRE pour qu’il soit 
reconnu par le dimère 127, 145, 147.  
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Figure 19 : Le domaine de liaison de l’ADN (DBD) des récepteurs nucléaires. A. Représentation 
schématique de la structure du DBD 147. B. Structure primaire du DBD et de ses domaines fonctionnels 145. C. 
Structure cristallographique du DBD du récepteur des glucocorticoïdes (GR) lié à son élément de réponse 147. Le 
DBD des récepteurs nucléaires est constitué de domaines structuraux appelés « boîtes » : la boîte P, D, T et A. Il 
se structure en deux hélices alpha qui reconnaissent le sillon majeur de l’ADN et d’une extension C-terminale 
(CTE) qui participe à la spécificité d’un récepteur nucléaire pour son élément de réponse. 
 
Entre la boîte P et la boîte D, une courte séquence peptidique conservée de 6 acides aminés, 
appelée le bras levier, adopte une conformation qui varie suivant la séquence du HRE lié par 
le DBD. Les boîtes T et A sont présentes au niveau de l’extension C-terminale du DBD. La 
boîte T stabilise la dimérisation des DBD et la boîte A stabilise la liaison entre le dimère et 
l’ADN en interagissant avec le sillon mineur de l’ADN au niveau des séquences flanquant le 
HRE147. L’extension C-terminale du DBD est une région qui n’est pas conservée entre les 
récepteurs nucléaires et qui adopte une conformation unique. Son interaction avec des bases 
de l’ADN flanquant le HRE participe à la spécificité d’un récepteur nucléaire vis-à-vis des 
gènes qu’il régule 147, 148.  
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1.3.3) La région charnière 
La région charnière confère une flexibilité au récepteur nucléaire entre le LBD et le DBD. 
Lorsque les récepteurs nucléaires sont dimérisés, la région charnière permet la rotation des 
DBDs du dimère pour qu’ils s’adaptent à l’orientation des demi-sites du HRE. Cela permet au 
LDB et au DBD d’adopter plusieurs orientations sans être confrontés à des problèmes de gène 
stérique 127, 145. 
1.3.4) Le domaine de liaison au ligand (LBD) 
Le domaine de liaison au ligand est une région conservée, très structurée et 
multifonctionnelle. Il contient la poche de liaison du ligand (LBP : Ligand Binding Pocket) 
qui est le site de fixation des ligands spécifiques de chaque récepteur nucléaire. Le LBD 
interagit avec différents corégulateurs transcriptionnels selon sa conformation. Le LBD 
présente aussi une interface de dimérisation qui permet aux récepteurs nucléaires de s’homo- 
ou s’hétérodimériser avec le partenaire RXR (Retinoid X Receptor) 127, 145, 149. Les structures 
cristallographiques de LBDs de nombreux récepteurs nucléaires ont montré que la structure 
générale du LBD est similaire entre les récepteurs nucléaires 128, 149. La structure 
tridimensionnelle d’un LBD a été élucidée pour la première fois en 1995 avec le LBD de 
RXRα 150. 
1.3.4.1) Structure du LBD des récepteurs nucléaires 
Le LBD est formé de 12 hélices alpha et d’un coude beta, organisés en trois feuillets anti-
parallèles formant une structure générale globulaire en sandwich (Figure 20A). Les hélices 1, 
2, 3, 6, 7 et 10 forment les deux feuillets extérieurs du LBD. Les hélices 4, 5, 8, 9 et le coude 
beta forment le feuillet central du LBD. L’organisation spatiale des hélices alpha laisse une 
cavité à l’intérieur du LBD qui forme la LBP, qui est entourée par les résidus de plusieurs 
hélices alpha. La LBP est la région la plus variable du LBD des récepteurs nucléaires. La 
structure de la LBP détermine quels ligands peuvent se lier spécifiquement au LBD selon la 
forme de la LBP, sa taille, ainsi que les résidus de la LBP qui interagissent avec des ligands 
spécifiques et stabilisent leur liaison 149, 150. La taille et la forme de la LBP semble corrélées 
avec la fonction d’un récepteur nucléaire. En effet, les récepteurs des hormones stéroïdiennes, 
comme le récepteur des oestrogènes, possèdent une LBP de petite taille qui ne peut fixer que 
quelques ligands avec une très forte affinité. Cela leur permet de répondre très sensiblement à 
des situations physiologiques très précises dans les systèmes endocriniens. Au contraire, les 
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récepteurs nucléaires qui lient des métabolites, comme les récepteurs LXRs, ont une LBP de 
taille importante qui leur permet de fixer différents métabolites de structure variable avec une 
faible affinité pour réguler l’ensemble d’une voie métabolique en agissant comme des 
senseurs métaboliques 128, 149, 151. La région C-terminale du LBD contient le domaine AF-2 qui 
établit la fonction transcriptionnelle du LBD. Ce domaine est formé par l’hélice 12 du LBD 
dont le repliement varie en fonction du ligand fixé. Sa position détermine le type de 
corégulateur recruté sur le récepteur nucléaire.  
 
 
Figure 20 : Domaine de liaison du ligand (LBD) des récepteurs nucléaires. A. LBD du récepteur de l’acide 
rétinoïque (RAR) avec la numérotation des hélices alpha le constituant 128. B. Structure cristallographique de 
l’homodimère du LBD de LXRβ lié au T0901317 152. C. Poche de liaison du ligand (LBP) de LXRβ lié au 
T0901317. L’hélice 12 a été artificiellement effacée et la zone de contact entre l’hélice 12 et la LBP est colorée 
en marron 153. 
1.3.4.2) Structure du LBD des LXRs 
La structure générale des LBDs des LXRs est comparable à celle des autres LBDs des 
récepteurs nucléaires (Figure 20B). L’homologie entre les LBDs de LXRα et de LXRβ est de 
75% 152. La LBP a une forme cylindrique et son volume est estimé à environ 700 Ǻ3 pour les 
deux LXRs humains (Figure 20C) 154, 155. La LBP de grand volume des LXRs leur permet de 
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fixer un vaste panel d’oxystérols, qui sont les ligands naturels des LXRs avec un volume 
moyen de 400 Ǻ3, et agir ainsi comme des senseurs du métabolisme des stérols. En 
comparaison, les récepteurs des hormones stéroïdiennes ont une LBP d’environ 400 Ǻ3 qui ne 
s’accommode qu’avec des ligands endocriniens très spécifiques de volume proche de celui de 
la LBP 155. Le glutamate 267 de LXRα humain (glutamate 281 pour LXRβ humain) intervient 
dans la liaison des oxystérols aux LXRs en interagissant avec l’hydroxyle en C3 présent dans 
tous les oxystérols 154, 155. La phénylalanine 268 de LXRβ est aussi très importante pour la 
liaison des oxystérols 156. La LBP des LXRs est principalement hydrophobe et les résidus qui 
établissent des interactions avec les ligands sont les mêmes pour LXRα que pour LXRβ, ce 
qui rend difficile la synthèse de ligands spécifiques de l’un ou l’autre des isotypes. Les 
différences entre les deux récepteurs permettant la synthèse de ligands isotype-spécifiques se 
situent au niveau de résidus en dehors de la LBP et qui ne sont pas conservés entre les deux 
LXRs.  
Il a été montré que LXRβ peut adapter le volume de sa LBP en fonction du ligand lié. En 
effet, un agoniste synthétique de grande taille des LXRs, le GW3965, provoque une 
augmentation du volume total de la LBP qui mesure alors 1000 Ǻ3 environ. Le mécanisme 
d’action de ce ligand consiste à ouvrir l’accès vers une cavité adjacente à la LBP lui 
permettant d’accroitre le volume total de la LBP, qui rend possible la liaison d’un ligand de 
taille plus importante que le volume initial de la LBP, de 700 Ǻ3. Le GW3965 se lie avec la 
même affinité aux deux LXRs ce qui suggère que LXRα lie cet agoniste de la même façon 
que LXRβ. Cela montre que les LBDs des LXRs ont une structure modulable qui leur permet 
de lier un panel de ligand important, de taille et de structure diversifiées 152. Des isoformes du 
LXRα ont été identifiés pour lesquels la séquence du LBD est différente de LXRα1. Il s’agit 
de LXRα3, LXRα4 et LXRα5 157. LXRα3 a une délétion de 60 acides aminés dans son LBD, 
LXRα4 a une insertion de 64 acides aminés au niveau des hélices 4 et 5 du LBD et LXRα5 a 
une délétion des hélices 7 à 12. Des études in vitro ont mis en évidence un potentiel 
antagoniste de LXRα5 sur l’activité transcriptionnelle de LXRα1 puisque LXRα5 recrute des 
corépresseurs sur le promoteur des gènes cibles de LXRα1. Pour l’instant, aucun rôle n’a été 
identifié pour ces isoformes de LXRα. 
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1.4) Mécanisme d’action 
1.4.1) Liaison à l’ADN 
Les récepteurs nucléaires exercent principalement leur action en se liant directement à l’ADN 
grâce à leur DBD sur le promoteur de leurs gènes cibles. La reconnaissance du HRE permet à 
un récepteur nucléaire de se lier au promoteur de son gène cible pour réguler l’accessibilité de 
la chromatine en amont du point d’initiation de la transcription et positionner le complexe 
général de transcription 158. Certains récepteurs nucléaires, comme les récepteurs des 
hormones stéroïdiennes, dépendent de la liaison de leur ligand pour pouvoir se lier à leur 
élément de réponse. En effet, ces récepteurs sont cytoplasmiques en l’absence de ligand et ils 
sont transloqués au noyau après avoir fixé leur ligand 145, 159. D’autres récepteurs nucléaires 
comme les LXRs sont liés à leur élément de réponse même en l’absence de ligand 160. La 
majorité des récepteurs nucléaires se lient à leur élément de réponse sous forme de dimère 
(Figure 21) mais d’autres récepteurs nucléaires, Rev-erb, RORs, SF-1, Nur77, Nurr1, NOR1, 
et ERR, se lient sous forme de monomère sur un HRE qui ne contient qu’un seul demi-site 
consensus 161. L’orientation des DBD au sein du dimère définit quel type d’élément de 
réponse est reconnu par le dimère. Les DBD orientés dos à dos reconnaissent des demi-sites 
opposés (ER), ceux qui sont orientés face à face se lient à des demi-sites inversés (IR) 127, 162, 
alors que les DBD orientés dans le même sens reconnaissent des demi-sites répétés de façon 
directe (DR) 127, 163. L’hétérodimère LXR/RXR se lie à des éléments de réponse de type DR-4, 
c'est-à-dire une DR présentant un espacement de 4 bases entre les deux demi-sites 164. La 
plupart des HRE sont dégénérés c'est-à-dire que leur séquence s’éloigne plus ou moins de la 
séquence consensus des demi-sites du HRE. Les récepteurs nucléaires se lient à leurs HRE 
avec une affinité variable suivant leur séquence. Aussi, l’état de la chromatine dans laquelle 
se trouve un HRE influence son accessibilité par le récepteur nucléaire. Les séquences des 
HRE et le degré de condensation de la chromatine étant différents d’un promoteur à un autre, 
la régulation de l’expression génique par un récepteur nucléaire lié à un ligand peut donc être 
variable selon le gène et le type cellulaire considérés 165, 166. La liaison des hétérodimères à 
l’ADN respecte une polarité qui dépend de l’hétérodimère considéré (Figure 21) 163, 167. Par 
exemple pour l’hétérodimère PPARγ-RXRα, PPARγ occupe le demi-site 5’ d’un élément de 
réponse DR1 (Figure 21A, B) 163, 168, 169, tandis que dans les hétérodimères RAR-RXR et 
VDR-RXR qui se lient respectivement sur des éléments de réponse DR5 et DR3, RAR et 
VDR occupent le demi-site en 3’ (Figure 21A, C) 163. Dans l’hétérodimère LXR/RXR, LXR 
occupe le demi-site 3’ du HRE 164. La résolution cristallographique de l’hétérodimère PPARγ-
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RXRα lié à son élément de réponse a permis de montrer que le déterminant majeur de la 
polarité de la liaison à l’ADN est l’extension C-terminale du DBD de PPARγ qui reconnait 
une séquence AAACT flanquant le demi-site 5’ du HRE. L’extension C-terminale définit 
aussi quel espacement est nécessaire entre les demi-sites du HRE pour que le HRE soit 
reconnu par l’hétérodimère 148.  
 
Figure 21 : Liaison de récepteurs nucléaires à l’ADN sous forme d’hétérodimère avec RXR 163. A. 
Représentation schématique de la liaison des hétérodimères à leur élément de réponse où RXR occupe la 
position 3’, comme pour PPAR/RXR, ou la position 5’, comme pour VDR/RXR. B. Structure tridimensionnelle 
de PPAR/RXR lié à son élément de réponse DR1. C. Structure tridimensionnelle de VDR/RXR lié à son élément 
de réponse DR3. RAR : Retinoic Acid Receptor ; PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; RXR : 
Retinoid X Receptor ; VDR : Vitamin D Receptor ; PPRE : PPAR Response Element ; DR : Direct Repeat. 
1.4.2) Dimérisation 
Les récepteurs stéroïdiens s’homodimérisent alors que les récepteurs non stéroïdiens, pour la 
plupart, s’hétérodimérisent avec RXR. Chez les récepteurs nucléaires, il existe deux interfaces 
de dimérisation : une interface de dimérisation au niveau du DBD et une deuxième interface 
au niveau du LBD 149. La comparaison de structures cristallographiques d’homodimères et 
d’hétérodimères de LBDs de récepteurs nucléaires a permis de constater que leur organisation 
générale est similaire, à la différence d’une dimérisation légèrement moins symétrique dans 
les hétérodimères. L’interface de dimérisation des LBDs implique des résidus des hélices H7, 
H9, H10 et H11 des deux LBDs 127. Dans l’hétérodimère LXR/RXR, la surface d’interaction 
est formée par les hélices 9 et 10 des deux partenaires 154. La dimérisation des récepteurs 
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nucléaires avec RXR se fait en deux temps. Premièrement, RXR forme un hétérodimère avec 
un autre récepteur nucléaire grâce à leur interface de dimérisation situé dans le LBD. Dans un 
deuxième temps, les DBDs de l’hétérodimère, grâce à leur proximité, peuvent lier un HRE 
spécifique avec une forte affinité et se dimériser au niveau de leur boîte D 144. D’un point de 
vue structural, la dimérisation des récepteurs nucléaires favorise leur liaison à l’ADN en 
induisant un changement conformationnel de l’extension C-terminale des DBDs qui lève un 
encombrement stérique empêchant leur interaction avec l’ADN 170. Réciproquement, la 
liaison à l’ADN permet de stabiliser les dimères de récepteurs nucléaires 147, 162. Dans les 
récepteurs nucléaires qui s’hétérodimérisent avec RXR, la liaison de leur ligand affecte 
l’interface de dimérisation en communiquant des changements allostériques à leur partenaire 
indiquant que la LBP et l’interface de dimérisation sont énergétiquement couplées. Ce moyen 
de communication allostérique entre les deux partenaires des hétérodimères explique la 
permissivité de certains de ces hétérodimères 171, que nous expliquerons dans la partie 1.4.5). 
Les hétérodimères RXR se liant à des éléments de réponse directs (DR), comme 
l’hétérodimère LXR/RXR, ne recrutent qu’un seul corégulateur transcriptionnel qui se lie au 
partenaire de RXR. Malgré la variabilité de la polarité de liaison à l’ADN, tous les 
hétérodimères placent le LBD du partenaire de RXR en 5’ du HRE. Cette topologie commune 
définit un recrutement orienté du corégulateur ce qui permettrait son positionnement correct à 
proximité de la chromatine pour qu’il puisse modifier son accessibilité 163.  
Les LXRs sont capables de s’homodimériser en absence de RXR ainsi que lier un ligand 
agoniste sous forme d’homodimère. Toutefois, en présence de RXR, les LXRs 
s’hétérodimérisent systématiquement avec RXR. En effet, l’hétérodimère LXR/RXR est plus 
stable que les homodimères LXR/LXR 172. L’homodimère LXR/LXR n’aurait donc de 
relevance physiologique que dans un type cellulaire exprimant les LXRs mais n’exprimant 
pas de RXRs. 
1.4.3) Liaison du ligand et recrutement des corégulateurs 
Les ligands des récepteurs nucléaires sont lipophiles et de petite taille. Leur nature lipophile 
leur permet de traverser facilement la double couche lipidique des membranes biologiques 
pour atteindre leur récepteur cible dans le cytoplasme ou le noyau des cellules. Parmi les 
ligands naturels des récepteurs nucléaires, on compte des dérivés du cholestérol, des 
rétinoïdes, des prostaglandines, des acides gras ou des acides aminés modifiés. La forme du 
ligand, sa taille ainsi que les interactions chimiques qu’il est capable de faire avec les résidus 
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de la LBP définissent la spécificité et l’affinité de sa liaison à son récepteur nucléaire 127. En 
présence d’un agoniste, l’entrée de la LBP du récepteur nucléaire est fermée par l’hélice 12 
qui forme une sorte de couvercle au-dessus de la LBP (Figure 20C). Lorsque le LBD n’est pas 
lié à un ligand, l’hélice 12 est en position ouverte et permet au ligand de pénétrer dans la LBP 
(Figure 22A). La liaison d’un ligand à la LBP induit un changement conformationnel du LBD 
qui stabilise l’hélice 12 dans une position précise. L’orientation de l’hélice 12 est la 
conséquence d’effets allostériques induits par la structure chimique particulière d’un ligand. 
La position qu’adopte l’hélice 12 définit quel type de corégulateur est recruté par le récepteur 
nucléaire : un coactivateur si le ligand est un agoniste ou un corépresseur si le ligand est un 
agoniste inverse 128.  
 
Figure 22 ; Recrutement des corégulateurs transcriptionnels par les récepteurs nucléaires. A. La liaison 
d’un agoniste sur le LBD d’un récepteur nucléaire (dans cet exemple, RXR) provoque un repliement de l’hélice 
12 ce qui permet le recrutement d’un coactivateur 173. B. En absence de ligand, des hétérodimères (dans cet 
exemple, TR/RXR) lient un corépresseur en interagissant avec leur séquence LXXIIXXXL. La liaison d’un 
ligand provoque un changement conformationnel du LBD qui dissocie son interaction avec le corépresseur et qui 
permet le recrutement d’un coactivateur en interagissant avec sa séquence LXXLL 158. C. Structure 
tridimensionnelle de l’hétérodimère RAR/RXR lié à son élément de réponse et à la sous-unité Med1 du 
complexe Mediator qui intervient dans l’activation de la transcription 163. NCoR : Nuclear CoRepressor ; SRC1 : 
Steroid Receptor Coactivator 1 ; RXR : Rexinoid X Receptor ; TR : Thyroid hormone Receptor ; RAR : Retinoic 
Acid Receptor ; Med1 : Mediator subunit 1.  
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La réponse d’un récepteur nucléaire à un ligand dans un tissu particulier est dictée par 
l’ensemble de corégulateurs avec lesquels le récepteur nucléaire interagit en fonction de 
l’exposition de différentes surfaces d’interaction du LBD 128. Les surfaces d’interaction du 
LBD avec les corégulateurs sont formées par les hélices 3, 4 ainsi que l’hélice 12. Le 
changement de la position de l’hélice 12 consécutivement à la liaison d’un ligand change la 
topologie de la surface d’interaction qui devient spécifique d’un corégulateur ou d’un type de 
corégulateur particulier (coactivateur ou corépresseur) 128, 173, 174. Une partie de la surface 
d’interaction des corépresseurs se superpose avec la surface d’interaction des coactivateurs. 
Lorsque le LBD n’est pas lié à un ligand, l’hélice 12 adopte une position ouverte, ce qui laisse 
un sillon hydrophobe sur le LBD propice à sa reconnaissance par un motif peptidique 
spécifique présent dans les corépresseurs : LxxxIIxxxL (avec L = Leucine ; x = acide aminé 
quelconque ; I = Isoleucine) (Figure 22B). Dans ce cas de figure, le LBD interagit donc avec 
un corépresseur. La liaison d’un agoniste provoque un changement conformationnel de 
l’hélice 12 qui déstabilise la liaison du corépresseur et qui permet le repliement de l’hélice 12 
sur le LBD, fermant ainsi la LBP. Une nouvelle surface d’interaction est ainsi créée où le 
sillon hydrophobe est nettement plus court et permet l’interaction d’un motif peptidique 
présent dans les coactivateurs : LxxLL. L’interaction du LBD avec les coactivateurs est 
stabilisée par deux acides aminés chargés très conservés : une lysine présente sur l’hélice 3 et 
un acide glutamique présent sur l’hélice 12. Ces deux acides aminés forment un « charge-
clamp » (pince de charge) qui interagit aux deux extrémités du motif LxxLL des 
coactivateurs. En se repliant sur le LBD, l’hélice 12 rapproche les deux acides aminés du 
charge-clamp pour qu’il présente l’écartement adéquat pour interagir avec les coactivateurs, et 
par la suite la liaison d’un coactivateur stabilise la position de l’hélice 12 174, 175. Les 
corégulateurs recrutés (Figure 22C) régulent ensuite l’expression des gènes cibles du 
récepteur nucléaire concerné. 
  1.4.4) Le cycle des récepteurs nucléaires 
Pour activer la transcription de leurs gènes cibles, il a été montré que des récepteurs 
nucléaires ont une action cyclique sur leurs promoteurs. Par exemple, ERα fixe son ligand et 
reconnait son élément de réponse sur le promoteur de son gène cible après s’être dimérisé. 
Ensuite, il recrute les corégulateurs transcriptionnels et le complexe général de transcription 
est activé sur le promoteur. Puis le récepteur nucléaire libère le promoteur et il est dégradé par 
le protéasome ce qui permet l’initiation d’un nouveau cycle sur ce promoteur par un nouveau 
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récepteur ERα activé par son ligand. La durée de chaque cycle d’activation du promoteur du 
gène pS2 par ERα lié à l’oestradiol est approximativement de 20 minutes (Figure 23) 129. 
  
Figure 23 : Recrutement cyclique d’ERα et des corégulateurs transcriptionnels sur le promoteur du gène 
pS2 en fonction du temps 129. Le recrutement des corégulateurs transcriptionnels par ERα lié à son élément de 
réponse est effectué de manière cyclique et séquentielle en suivant un ordre précis. ER : Estrogen Receptor ; 
HDAC : Histone Deacetylase ; Brg1 : Brahma-Related Gene 1 ; Hsp70 : Heat shock protein 70 ; TRIP1 : TGFβ 
Receptor-Interacting Protein1. 
 
La libération d’un promoteur activé par un récepteur nucléaire est corrélée avec la dégradation 
du récepteur par le protéasome 176. La dégradation d’un récepteur nucléaire est nécessaire 
pour qu’il active la transcription d’un gène cible, comme le démontre l’inhibition du 
protéasome qui diminue significativement l’activité transcriptionnelle des récepteurs 
nucléaires 176-178. Ce mécanisme est analogue à la dégradation des récepteurs couplés aux 
protéines G après leur activation à la surface de la cellule pour éviter une désensibilisation du 
récepteur pour son ligand. Cela permet d’obtenir une réponse biologique qui reste dépendante 
du ligand qui l’induit. Le signal de dégradation du récepteur nucléaire est greffé sur le LBD et 
il peut être provoqué par un agoniste comme par un antagoniste 179. Ce signal est une poly-
ubiquitinylation catalysée par des ubiquitine-conjugases et des ubiquitine-ligases qui 
interagissent avec les corégulateurs transcriptionnels recrutés par le récepteur nucléaire, et qui 
adressent le récepteur nucléaire au protéasome 26S. Par exemple, l’ubiquitine conjugase 
UBCH7 a été identifié dans des complexes transcriptionnels impliquant plusieurs récepteurs 
nucléaires où elle a un rôle de coactivateur 180.  
Il a été montré que LXR subit une déacétylation de la Lysine 432 (LXRα) ou 433 (LXRβ) de 
son LBD  par la sirtuine SIRT1. Cette déacétylation stimule l’activité transcriptionnelle de 
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LXR en rendant la lysine accessible à une polyubiquitinylation de LXR qui permet sa 
dégradation. En effet, après que LXR ait initié la transcription de son gène cible, son cycle 
d’activation est terminé. Son adressage au protéasome après sa polyubiquitinylation permet de 
libérer le promoteur pour qu’un autre cycle d’activation transcriptionnelle soit initié sur ce 
promoteur par un nouveau récepteur LXR actif. Cela augmente la fréquence d’initiation de la 
transcription du gène cible et de ce fait l’activité transcriptionnelle de LXR 181. La stabilité de 
LXR est aussi contrôlée avant son activation par un ligand. En absence de ligand, LXR est 
associé à l’E3 Ubiquitine ligase BRCA1-BARD1 qui ubiquitine LXR et l’adresse au 
protéasome ce qui maintient un niveau d’expression modéré de LXR dans la cellule. En 
présence de ligand, LXR se dissocie de BRCA1-BARD1 ce qui le stabilise pour réguler de 
manière optimale ses gènes cibles 182. 
1.4.5) Allostérie des récepteurs nucléaires 
Les domaines des récepteurs nucléaires ont une structure hautement modulable par des 
interactions intra- et intermoléculaire qui influencent leur conformation de façon allostérique 
183. Cette grande flexibilité structurale allostérique confère une forte adaptabilité des 
récepteurs nucléaires aux différentes combinaisons d’interactions auxquelles ils sont soumis 
au sein de la cellule 135.  
• AF-1 : La région AF-1 des récepteurs nucléaires se structure essentiellement de façon 
allostérique. En l’absence d’interaction intramoléculaire et/ou intermoléculaire elle est 
déstructurée ce qui rend la résolution de sa structure tridimensionnelle par 
cristallographie aux rayons X actuellement impossible. Plusieurs types d’interactions 
structurent AF-1 ce qui lui permet ensuite d’interagir avec des corégulateurs 
transcriptionnels. En présence de l’osmolyte trimetylamine N-oxyde (TMAO), l’AF-1 
de GR acquiert des structures secondaire et tertiaire lui permettant d’interagir avec des 
cofacteurs transcriptionnels comme TBP et SRC-1 184. La liaison du DBD à l’ADN 
induit une structuration allostérique d’AF-1, et le DBD est un important stabilisateur 
de la structure d’AF-1 de GR 185. La liaison de cofacteurs sur GR participe aussi à la 
structuration de son AF-1 139 puisqu’il a été montré que l’interaction de TBP avec 
l’AF-1 de GR structure de nouvelles régions d’AF-1 qui facilitent son interaction avec 
SRC-1 136. Les différentes interactions qui structurent AF-1 induisent chacune une 
structuration spécifique appelée conformère. La multiplicité des conformères adoptés 
par AF-1 en fonction des interactions rencontrées lui permet de s’adapter aux 
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différents partenaires avec lesquels elle peut interagir dans une situation particulière 
135. Bien que des modes de structuration généraux d’AF-1 puissent être applicables à 
l’ensemble des récepteurs nucléaires, les interactions spécifiques qui structurent la 
région AF-1 doivent être définies pour chaque récepteur nucléaire à cause de l’absence 
de conservation de ce domaine d’un récepteur nucléaire à un autre 147. 
 
Figure 24 : Le bras levier du DBD des récepteurs nucléaires. A. Le bras levier dans la structure primaire du 
DBD du récepteur des glucocorticoïdes 186. B. Le bras levier et son repliement après la fixation d’un 
hétérodimère à son élément de réponse 187. La conformation du bras levier est modulée par la composition de 
l’élément de réponse et influence le recrutement des corégulateurs transcriptionnels par le récepteur nucléaire. 
AF : Activation Function ; DBD : DNA Binding Domain ; LBD : Ligand Binding Domain. 
 
• DBD : Il est désormais établit que l’élément de réponse sur lequel se fixe le DBD n’est 
pas simplement un point d’ancrage du récepteur nucléaire sur le promoteur de ses 
gènes cibles. L’élément de réponse fonctionne comme un ligand allostérique qui 
exerce son action sur le récepteur nucléaire par l’intermédiaire du DBD 135, 186-188. 
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L’effet allostérique d’un HRE est indépendant de l’affinité du récepteur nucléaire pour 
ce HRE. Les changements de séquence du HRE induisent des changements 
allostériques différents sur un récepteur nucléaire qui stabilisent un conformère du 
DBD. La conformation adoptée par le bras levier du DBD (Figure 24) communique un 
signal allostérique au LBD qui recrute différents corégulateurs transcriptionnels selon 
la séquence du HRE, et cela pour un même ligand. Cela permet d’expliquer les effets 
promoteur-spécifiques d’un ligand d’un récepteur nucléaire 186.  
Cette influence allostérique sur les récepteurs nucléaires permettrait d’expliquer 
l’observation de HREs négatifs qui induisent un recrutement de corépresseurs 
lorsqu’un récepteur nucléaire est lié à un agoniste 189, 190. Pour le récepteur LXRα, 
deux LXRE (LXR Response Element : élément de réponse de LXR) négatifs ont été 
identifiés dans les gènes CYP51A1 (Lanostérol 14 alpha-déméthylase) et FDFT1 
(Farnésyl diphosphate farnésyltransférase 1). La présence de ces LXREs négatifs dans 
les promoteurs de ces gènes permet à LXRα de réprimer leur expression et d’inhiber la 
cholesterogenèse en présence d’agonistes 190. 
• LBD : Le LBD est le récepteur de nombreux signaux allostériques. Comme nous 
venons de le voir, le DBD communique des signaux allostériques au LBD en fonction 
de la séquence du HRE lié. Le ligand qui se fixe au LBD induit un changement 
structural qui permet le recrutement de corégulateurs transcriptionnels. La fixation du 
ligand induit aussi une augmentation de la stabilité du DBD et la reconnaissance du 
HRE par le biais de communications allostériques entre le LBD et le DBD, comme 
cela a été montré pour VDR 188. Dans les hétérodimères, le partenaire de dimérisation 
influence le recrutement de corégulateurs par le LBD grâce à des communications 
allostériques à l’interface de dimérisation qui définissent la permissivité ou la non 
permissivité des différents hétérodimères impliquant le partenaire RXR 171. Les 
hétérodimères permissifs sont pour la plupart des senseurs de produits dérivés du 
métabolisme lipidique. Ces hétérodimères, comme PPAR/RXR, FXR/RXR et 
LXR/RXR, peuvent être activés par le ligand de RXR, l’acide 9-cis rétinoïque, ainsi 
que par le ligand du partenaire de RXR. Lorsque les deux ligands sont présents 
simultanément, ils activent la transcription de manière synergique 149. La permissivité 
des hétérodimères est due à un réseau de communications allostériques formé par des 
résidus conservés qui connecte fonctionnellement l’interface de dimérisation, les 
régions AF-2, les surfaces d’interaction pour les corégulateurs et les LBPs des 
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partenaires de l’hétérodimère 171. Par exemple, lorsque l’acide 9-cis rétinoïque est lié à 
RXR dans l’hétérodimère permissif LXR/RXR, le réseau de communications 
allostérique transmet le signal de fixation à LXR qui recrute des coactivateurs au 
niveau de son AF-2 164, 171. Dans cet hétérodimère, seul l’AF-2 de LXR est nécessaire 
pour l’activation transcriptionnelle par l’acide 9-cis rétinoïque 164, ce qui montre que la 
connexion allostérique entre les deux partenaires est essentielle à la permissivité de 
l’hétérodimère LXR/RXR 171, 191.  
1.4.6) Cross-talks des récepteurs nucléaires 
Les récepteurs nucléaires régulent l’expression génique en se fixant directement à leur HRE 
mais aussi ils effectuent une part importante de cette régulation en interagissant physiquement 
ou fonctionnellement avec d’autres facteurs de transcription. Ces interactions s’appellent des 
cross-talks, qui peuvent être activateurs ou inhibiteurs de la réponse transcriptionnelle induite 
par le facteur de transcription avec lequel un récepteur nucléaire interagit. Les cross-talks 
ajoutent une spécificité cellulaire à l’action des récepteurs nucléaires puisque les facteurs de 
transcription avec lesquels ils interagissent peuvent avoir un rôle et/ou un impact différent 
d’un type cellulaire à un autre 192. 
1.4.6.1) Cross-talks de LXR dans l’inflammation 
Les cross-talks permettent aux récepteurs nucléaires de réprimer l’activité transcriptionnelle 
d’un facteur de transcription, dont les plus connus sont les cross-talks avec AP-1 (Activator 
Protein-1) et NF-kB (Nuclear Factor kB) : ce mécanisme s’appelle la transrépression (Figure 
25) 127, 192. La transrépression est effectuée par une interaction du récepteur nucléaire avec le 
facteur de transcription lié à l’ADN, sans que le récepteur nucléaire interagisse avec l’ADN. 
Ce mécanisme est dépendant de la fixation du ligand sur le récepteur nucléaire 193. Par 
exemple, des agonistes de LXR sont capables de réprimer l’expression de gènes 
inflammatoires alors que les promoteurs de ces gènes ne contiennent pas d’élément de 
réponse de LXR. Dans ce cas, LXR utilise un mécanisme de transrépression de NF-kB lié sur 
le promoteur de gènes inflammatoires. Ce cross-talk avec NF-kB permet à LXR de coupler le 
métabolisme des stérols avec la régulation de processus inflammatoires 194. Le mécanisme 
moléculaire de la transrépression médiée par LXR est désormais connu. Après la fixation d’un 
ligand, LXR est SUMOylé par une SUMO E3 ligase qui ajoute un motif SUMO (Small 
Ubiquitin-like MOdifier) sur une lysine de LXR. LXR SUMOylé interagit ensuite avec le 
complexe transcriptionnel formé par NF-kB sur ses gènes cibles et empêche l’élimination des 
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corépresseurs transcriptionnels associés à ce complexe, ce qui maintient les gènes cibles de 
NF-kB réprimés (Figure 25) 195, 196. GPS2 a été identifié comme un intermédiaire essentiel 
entre LXR SUMOylé et le complexe de corépresseurs pour permettre la transrépression des 
gènes inflammatoires par LXR 197. D’autre part, LXR établit aussi une transrépression de 
STAT1 sur ses gènes cibles inflammatoires qui est aussi dépendante de la SUMOylation de 
LXR 196. Des ligands synthétiques de LXR sont capables de cibler spécifiquement son activité 
de transrépression de l’inflammation ce qui montre que ce cross-talk peut être une cible 
pharmacologique intéressante 198. 
 
Figure 25 : Transrépression des PPARs et des LXRs sur l’activité transcriptionnelle de NF-kB 199. Suite à 
leur SUMOylation, PPAR et LXR interagissent avec le complexe de corépresseurs lié à NF-kB sur le promoteur 
de ses gènes cibles inflammatoires et empêchent leur dégradation. Cela permet de maintenir NF-kB inactif même 
en présence de signaux pro-inflammatoires générés par la liaison du LPS à TLR4. LPS : LipoPolySaccharide ; 
TLR4 : Toll-Like Receptor 4 ; PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; LXR : Liver X Receptor ; 
SUMO : Small Ubiquitin-like Modifier. 
 
LXR est aussi impliqué dans des cross-talks avec des facteurs de transcription intervenant 
dans l’inflammation mais qui ne s’effectuent pas par un mécanisme de transrépression. LXR 
est capable d’inhiber dans les macrophages l’expression de l’ostéopontine qui est un facteur 
pro-inflammatoire. LXR empêche la stimulation de l’expression de l’ostéopontine par AP-1 
sous l’action de cytokines en inhibant la fixation d’AP-1 sur le promoteur du gène codant 
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l’ostéopontine, et en réprimant l’expression de c-Fos et c-Jun qui sont les deux partenaires 
formant AP-1 200. Inversement, LXR est réprimé par un cross-talk avec la signalisation TLR 
(Toll-Like Receptor) de l’immunité innée. Les TLRs sont des récepteurs scavengers activés 
après avoir fixé des motifs moléculaires viraux ou bactériens comme le LPS 
(LipoPolySaccharide), ce qui provoque l’initiation d’une réponse inflammatoire contre les 
pathogènes. Les TLRs activent le facteur de transcription IRF3 (Interferon-refated Factor 3) 
qui inhibe l’activité de LXR par compétition pour le recrutement de coactivateurs 
transcriptionnels. Par conséquent, l’activation des TLRs provoque une perturbation du 
métabolisme des stérols à cause de son cross-talk inhibiteur avec LXR 201. LXR est aussi 
inhibé par l’interferon-γ qui active la voie JAK/STAT1. STAT1 réprime ensuite l’expression 
de LXRα ce qui provoque une diminution de l’expression d’ABCA1 et de l’efflux de 
cholestérol 202. 
1.4.6.2) Cross-talks de LXR avec des récepteurs nucléaires 
De nombreux cross-talks entre les récepteurs nucléaires ont été rapportés. Une étude récente a 
montré que plusieurs récepteurs nucléaires stéroïdiens inhibent l’activité transcriptionnelle de 
LXR. Les auteurs se sont focalisés sur le récepteur des androgènes (AR) et ont montré que 
l’antagonisme de AR sur LXR est causé par une compétition pour le recrutement de 
coactivateurs transcriptionnels entre les deux récepteurs 203. Le récepteur des hormones 
thyroïdiennes (TR), comme LXR, s’hétérodimérise avec RXR et reconnait un élément de 
réponse de type DR4 dans le promoteur de ses gènes cibles. Plusieurs cross-talks existent 
entre TR et LXR. Premièrement, les deux récepteurs sont en compétition pour la liaison sur 
les mêmes éléments de réponse DR4 mais uniquement pour certains de leurs gènes cibles 204-
206. Cela montre que même si TR et LXR reconnaissent tous les deux des éléments de réponse 
DR4, ils n’ont pas la même spécificité pour des séquences dégénérées de leurs éléments de 
réponse, ce qui entraine une compétition de liaison pour certains gènes uniquement comme le 
gène codant ABCA1 et le gène de l’Acétyl-CoA Carboxylase (ACC) 206. Deuxièmement 
l’expression de LXRα, mais pas de LXRβ, est régulée positivement par TR via un élément de 
réponse originalement identifié dans l’autorégulation de l’expression de LXRα 207, 208. 
Troisièmement, LXR régule le métabolisme des hormones thyroïdiennes ce qui lui permet 
d’interagir avec la signalisation thyroïdienne avant l’activation du TR : c’est une régulation 
pré-récepteur de TR.  
LXR établit d’autres cross-talks de ce type avec d’autres récepteurs nucléaires. LXR effectue 
une régulation pré-récepteur de la voie de signalisation des oestrogènes en augmentant 
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l’expression d’une enzyme qui sulfate et inactive les oestrogènes, la sulfotransferase 
SULT1E1 209, ou de la voie de signalisation des glucocorticoïdes en inhibant l’expression de 
l’enzyme 11β-HydroxySteroid Deshydrogenase B Type 1 (HSD11B1) qui active le ligand du 
GR, le cortisol 210, 211. Aussi, GR régule l’expression de LXRα en se fixant directement sur le 
promoteur de LXRα via plusieurs éléments de réponse de GR 212. Le Pregnane X Receptor 
(PXR) régule LXR au niveau pré-récepteur en contrôlant l’expression du cytochrome P450 
CYP27A1 qui est responsable de la production de 27-hydroxycholesterol 213 et de façon 
indirecte l’expression de CYP3A4 214 qui produit le 4β-Hydroxycholesterol et le 25-
hydroxycholesterol 215, des ligands établis de LXR 216, 217.  
 
Figure 26 : Cross-talks des LXRs avec d’autres récepteurs nucléaires impliqués dans le métabolisme des 
stérols et le métabolisme lipidique 218. Ce schéma montre une régulation du métabolisme lipidique et du 
métabolisme des stérols par LXR qui est opposée à la régulation de ces métabolismes par d’autres récepteurs 
nucléaires. LXR : Liver X Receptor ; PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; FXR : Farnesoid X 
receptor ; CAR : Constitutive Androstane Receptor ; PXR : Pregnane X Receptor ; VDR : Vitamin D Receptor. 
 
LXR effectue un cross-talk important avec les récepteurs PPARs (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor). Ce cross-talk est mutuellement inhibiteur : PPAR réprime la lipogenèse 
induite par LXR, et LXR réprime le catabolisme lipidique activé par les PPARs (Figure 26). 
Le mécanisme mis en évidence dans ce cross-talk est une compétition des deux récepteurs 
pour les RXRs puisque les LXRs et les PPARs s’hétérodimérisent avec les RXRs pour se lier 
à leur élément de réponse respectif 219-221. Il a aussi été montré que LXR régule 
spécifiquement l’expression de PPARα dans l’intestin 222 et, de façon plus surprenante, que 
PPARα se lie à environ 71 à 88% des sites de liaison de LXR identifiés dans le génome. La 
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liaison de LXR et de PPARα à ces sites est mutuellement exclusive. Cette étude dévoile un 
nouveau cross-talk particulièrement étroit entre ces deux types de récepteurs 223. Aussi, LXR 
et PPAR sont capables de s’hétérodimériser, mais la pertinence physiologique de cette 
interaction n’a jamais été montrée 224.  
LXR effectue aussi des cross-talks mutuellement inhibiteurs avec RORα et CAR. LXR inhibe 
les gènes cibles de RORα et de CAR alors que RORα ou CAR inhibent la lipogenèse induite 
par LXR 225-228. Le récepteur de la Vitamine D (VDR) effectue une transrépression de LXR 
lorsqu’il est lié à son ligand, la Vitamine D3 229. Un cross-talk existe entre Rev-Erbα et LXR : 
LXR stimule l’expression de Rev-Erbα et Rev-Erbα inhibe la stimulation de l’expression de 
TLR4 par LXR, ce qui génère un effet de rétrocontrôle négatif sur la régulation de TLR4 par 
LXR 230. 
1.4.6.3) Autres cross-talks de LXR 
Des agonistes synthétiques de LXR sont capables d’inhiber la voie de signalisation sonic 
hedgehog (shh) dans des cellules stromales de la moelle osseuse. L’inhibition de la voie shh 
par LXR empêche la différentiation des cellules stromales en ostéoblastes 231. Au contraire, un 
agoniste naturel de LXR, le 20(S)-hydroxycholestérol, est capable d’activer l’expression de 
gènes cibles de Notch en activant la voie Shh. Les LXRs sont impliqués dans l’activation des 
gènes cibles de Notch par le 20(S)-hydroxycholesterol mais dans cette étude les auteurs n’ont 
pas étudié le lien possible des LXRs avec la voie shh 232. LXRα augmente l’expression et 
l’activité transcriptionnelle du facteur de transcription hypoxique HIF-1α. LXRα stabilise 
HIF-1α par une interaction directe et les deux facteurs de transcription co-stimulent la 
lipogenèse dans les macrophages. Aussi, des conditions hypoxiques augmentent l’expression 
de LXRα et de ses gènes cibles lipogéniques 233. Les LXRs sont capables d’inhiber par une 
interaction directe l’activité transcriptionnelle de la beta-Catenin dans un modèle de cancer du 
côlon, ce qui permet le recrutement des LXRs sur des gènes cibles de la beta-Catenine tel que 
Myc. Des agonistes synthétiques de LXR sont ainsi capables d’inhiber la prolifération de 
cellules cancéreuses du côlon en contrôlant l’activité de la beta-Catenine 234. Aussi, des 
ligands naturels de LXR sont capables d’inhiber l’expression de gènes myéliniques dans des 
cellules nerveuses en réprimant l’expression de composants de la voie Wnt et en diminuant le 
recrutement de la beta-Catenine sur le promoteur des gènes myéliniques, ce qui confirme le 
contrôle de la voie Wnt/beta-Catenine par les LXRs 235. L’activation de p53 par un stress 
génotoxique provoque l’inhibition de l’activité transcriptionnelle des LXRs par une répression 
de RXR dépendante de p53 236. Ces cross-talks des récepteurs LXRs avec des voies de 
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signalisation fortement impliquées dans l’oncogenèse suggèrent que les LXRs peuvent 
participer à des mécanismes oncogéniques majeurs. 
1.4.7) Régulations par des modifications post-traductionnelles 
L’activité des récepteurs nucléaires est essentiellement régulée par le type de ligand fixé, mais 
ils peuvent aussi être soumis à des modifications post-traductionnelles qui adaptent leur 
activité en fonction du contexte général de signalisation cellulaire (Figure 27). Les 
modifications post-traductionnelles les plus fréquentes sont les phosphorylations qui ciblent 
essentiellement la région AF-1. En effet, AF-1 étant mal repliée, les phosphorylations 
participent à l’acquisition de structures secondaires stables dans cette région, ce qui permet au 
récepteur nucléaire d’interagir avec des cofacteurs transcriptionnels en fonction de la kinase 
qui catalyse la phosphorylation 138, 140. Les phosphorylations d’AF-1 peuvent activer certains 
récepteurs nucléaires en absence de ligand comme cela a été montré avec le récepteur des 
oestrogènes (ER) et le récepteur des androgènes (AR) 140. Les sites de phosphorylation sont 
diffèrents selon la kinase et donc selon la voie de signalisation qui affecte le récepteur 
nucléaire. Les interactions d’un récepteur nucléaire avec des cofacteurs transcriptionnels 
dépendent donc des voies de signalisation actives dans la cellule. Le LBD peut aussi être 
phosphorylé ce qui peut modifier ses interactions avec les corégulateurs transcriptionnels qu’il 
recrute en présence de ligand 237 140. La phosphorylation du DBD peut conduire à 
l’inactivation d’un récepteur nucléaire en l’empêchant d’interagir avec son élément de 
réponse si des résidus responsables de son interaction avec l’ADN sont phosphorylés 140. 
LXRα est la cible de plusieurs kinases qui régulent son activité transcriptionnelle, telle que la 
Protéine Kinase A (PKA), la Protéine Kinase C alpha (PKCα), la Caséine Kinase 2 (CK2), c-
Jun N-terminal Kinase (JNK), l’Adenosine Monophosphate-activated Protein  Kinase 
(AMPK) et la p70 ribosomal S6-Kinase 1 (S6K1) 237-244. PKA phosphoryle LXRα sur les 
sérines 195, 196, 290 et 291 c'est-à-dire sur son domaine d’hétérodimérisation et sur son 
LBD, ce qui empêche LXRα de se lier à l’ADN à cause de son incapacité à s’hétérodimériser 
avec RXR. Ces phosphorylations favorisent aussi l’interaction de LXRα avec des 
corépresseurs 239. PKA est ainsi capable d’inhiber l’activation de la lipogenèse par LXRα en 
l’empêchant d’activer l’expression de SREBP-1c, ce qui constitue un rationnel 
pharmacologique pour inhiber la lipogenèse dépendante de LXRα grâce à des activateurs de 
la PKA 239, 240. D’autre part, la PKA phosphoryle LXRα sur AF-2 en réponse à une activation 
par l’AMPc, ce qui entraîne une régulation de l’expression de la rénine et c-Myc par LXRα 
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sous forme de monomère sur un élément de réponse de type CNRE (cAMP response element 
and negative response element) 245. PKCα phosphoryle LXRα ce qui affecte son activité 
transcriptionnelle 237, 241. La phosphorylation de la sérine 198 de LXRα par CK2 conduit à la 
répression sélective de gènes cibles de LXRα tel que CCL24 et LPL mais pas ABCA1 et 
SREBP-1c 238, 242. LXRα est aussi phosphorylé par JNK1 ce qui stimule l’activation de 
SREBP-1c et d’ABCA1 par LXRα dans des hépatocytes traités par l’agoniste synthétique de 
LXRα le T0901317 243.  
 
Figure 27 : Régulation des récepteurs nucléaires par phosphorylations 140. L’activité des récepteurs 
nucléaires peut être régulée par phosphorylation par les voies de stress (p38, JNK), par les voies mitogènes (Erk, 
Akt) et par les voies activées par les récepteurs couplés aux protéines G (PKC, PKA). RTK : Receptor Tyrosine 
Kinase ; JNK : c-Jun N terminal Kinase ; ERK : Extracellular signal Regulated Kinase ; PKA : Protein Kinase 
A ; PKC : Protein Kinase C ; NR : Nuclear Receptor. 
 
Les kinases AMPK et S6K1 phosphorylent LXRα respectivement sur une thréonine et sur une 
sérine. Ces phosphorylations ont un effet opposé sur l’activité transcriptionnelle de LXRα. La 
phosphorylation catalysée par AMPK diminue l’activité transcriptionnelle de LXRα alors que 
la phosphorylation par S6K1 augmente son activité transcriptionnelle dans des hépatocytes 
244. Une seule phosphorylation a été mise en évidence pour LXRβ, catalysée par la kinase 
ALK-1 qui est un récepteur de TGFβ. Cette phosphorylation est spécifique à LXRβ car ALK-
1 ne phosphoryle pas LXRα 246. Cette phosphorylation induit la relocalisation cytoplasmique 
de LXRβ, et LXRβ inhibe la voie de signalisation du TGFβ mais le mécanisme de cette 
inhibition n’a pas été caractérisé 246. Il a été montré récemment que JNK et la 
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PhosphatidylInositol-3 Phosphate Kinase (PI3K) stimulent l’activité transcriptionnelle de 
LXR sous l’effet de ligands synthétiques et naturels, mais aucun mécanisme n’a été mis en 
évidence 247. 
Les récepteurs nucléaires peuvent être modifiés par acétylation ce qui peut réguler leur 
activité transcriptionnelle, leur localisation cellulaire, leur liaison à l’ADN ou leur stabilité 248. 
Les LXRs sont régulés par acétylation au niveau d’une lysine conservée entre les deux 
isotypes : la lysine 432 pour LXRα et la lysine 433 pour LXRβ, localisée juste avant l’hélice 
12 du LBD. La déacétylation de cette lysine par la déacétylase NAD+-dépendante SIRT1 
permet l’ubiquitination des LXRs, ce qui a pour conséquence d’adresser les LXRs au 
protéasome après leur activation par leur ligand. Par conséquent, la déacétylation des LXRs 
augmente leur activité transcriptionnelle 181.  
Une polyubiquitination est connue pour LXRα. L’E3-Ubiquitine Ligase BRCA1-BARD1 
interagit avec LXRα et l’adresse au protéasome en le polyubiquitinant. Les ligands de LXR 
déstabilise l’interaction de BRCA1-BARD1 avec LXRα, ce qui a pour conséquence 
d’augmenter la stabilité de LXRα pour qu’il puisse réguler l’expression de ses gènes cibles 
182.  
La modification par SUMOylation est impliquée dans l’activité de transrépression de 
nombreux récepteurs nucléaires comme LXR, FXR, PPAR et PXR 249. LXRα et LXRβ sont 
respectivement SUMOylés par les SUMO E3-Ligases HDAC4 et PIAS1, avec une 
SUMOylation identifiée pour LXRβ sur la lysine 30, ce qui a pour conséquence de participer 
à la transrépression de STAT1 par les LXRs 196. Les SUMOylations des LXRs par HDAC4 
sur les lysines 328 et 434 du LXRα, et sur les lysines 410 et 448 du LXRβ sont impliquées 
dans l’activité de transrépression des LXRs sur NF-kB sur le promoteur de gènes 
inflammatoires 195, 250. 
Récemment, une étude a montré que les LXRs sont modifiés par O-Gluco-N-Acylation. Cette 
modification post-traductionnelle est proportionnelle au taux de glucose dans la cellule, et elle 
agit ainsi comme un senseur du taux de glucose 237. L’ajout du motif N-acétylglucosamine sur 
la région AF-1 ou sur le DBD des LXRs est augmenté in vivo avec une forte concentration de 
glucose, et cela est corrélé avec une augmentation de l’activité transcriptionnelle des LXRs 
sur le promoteur de SREBP-1c, ce qui implique les LXRs dans la régulation du métabolisme 
du glucose par cette modification post-traductionnelle 251. 
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1.5) Pharmacologie des LXRs 
La structure d’un ligand d’un récepteur nucléaire détermine le comportement transcriptionnel 
du récepteur nucléaire sur lequel il se fixe. Le principe biochimique de la modulation de 
l’activité d’un récepteur nucléaire par son ligand repose sur la génération d’une surface 
d’interaction spécifique sur le LBD qui conditionne le type de corégulateurs recrutés. Selon le 
profil de recrutement des corégulateurs sur le récepteur nucléaire, un ligand est un agoniste, 
un antagoniste, un agoniste inverse ou un modulateur sélectif  127, 128, 174, 175. 
 
Figure 28 : Agonistes synthétique et naturels des LXRs. Le T0901317 est un ligand synthétique des LXRs, les 
ligands naturels des LXRs sont des oxystérols. 
1.5.1) Les agonistes 
D’un point de vue structural, les agonistes sont des ligands qui bloquent le récepteur dans une 
conformation active. Les principaux changements conformationnels d’un récepteur nucléaire 
sous l’action du ligand s’effectuent au niveau de l’hélice 12. Un agoniste provoque le 
repliement de l’hélice 12 sur le récepteur nucléaire de telle sorte que la surface d’interaction 
est optimale pour le recrutement des coactivateurs et elle est défavorable à la liaison de 
corépresseurs 127, 174. 
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Les agonistes naturels des LXRs sont des oxystérols (Figure 28) 216. Les LXRs ont une 
spécificité fine vis-à-vis des oxystérols qu’ils lient. La position et la fonction chimique de 
l’oxydation des oxystérols est importante pour leur liaison aux LXRs. Par exemple, de 
nombreux oxystérols possèdant une oxydation de la chaine latérale aliphatique sont des 
ligands des LXRs. En revanche, les oxystérols en position 17 ne sont pas des ligands des 
LXRs. Aussi, la stéréoisomérie de l’oxystérol est un facteur sélectif pour la liaison aux LXRs 
puisque le 24(S)-hydroxycholestérol se lie aux LXRs avec une affinité de 100 nM alors que 
son stéréoisomère, le 24(R)-hydroxycholestérol, ne se lie pas aux LXRs. Certains 
intermédiaires de la voie de biosynthèse du cholestérol, notamment les stérols possédant une 
insaturation en position 24 tels que le desmostérol et le zymostérol, sont des agonistes des 
LXRs. Cela montre que la cholestérogenèse est capable d’activer les LXRs 252.  
En 2000, un criblage haut débit de 300000 molécules a été réalisée pour identifier un agoniste 
synthétique des récepteurs LXR, en mesurant la liaison d’un peptide coactivateur fluorescent 
sur le récepteur. Cette étude a permis l’identification du principal agoniste synthétique utilisé 
pour activer les LXRs : le T0901317 (Figure 28), qui a une affinité pour les LXRs de l’ordre 
du nanomolaire. Le T0901317 active la lipogenèse et l’efflux de cholestérol en se liant au 
LXRα et au LXRβ 253.  
Des études cristallographiques ont identifié les caractéristiques structurales de l’agonisme des 
LXRs. Les LBDs de LXRα et de LXRβ liés à un agoniste naturel, le 24(S),25-
epoxycholesterol, ou liés à un agoniste synthétique, le T0901317, ont été cristallisés 153-155. 
Dans les différentes structures cristallographiques obtenues, les acides aminés qui 
interagissent avec les agonistes sont conservés entre LXRα et LXRβ, ce qui explique leur 
affinité et leur spécificité similaire de liaison à leurs ligands. Deux acides aminés sont 
particulièrement importants pour l’agonisme des LXRs : l’histidine 421 (histidine 435 pour 
LXRβ) et le tryptophane 443 (tryptophane 457 pour LXRβ). Un groupement polaire du ligand 
interagit avec la partie imidazole de l’histidine 421/435 de l’hélice 11, l’histidine 421/435 
peut ainsi effectuer une interaction électrostatique avec le tryptophane 443/457 de l’hélice 12, 
ce qui stabilise l’hélice 12 (AF-2) dans une conformation agoniste. Une mutation de l’un de 
ces deux acides aminés abolit l’activation des LXRs par leur ligand, ce qui montre que 
l’interaction dépendante de la fixation du ligand entre l’histidine 421/435 et le tryptophane 
443/457 est cruciale pour l’activation des récepteurs. Cependant, une mutation du tryptophane 
443/457 en phénylalanine n’affecte pas l’activation des LXRs par le T0901317 contrairement 
aux oxystérols, ce qui montre une différence d’implication de cet acide aminé pour 
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l’activation des LXRs selon si l’on est en présence d’un oxystérol ou de l’agoniste synthétique 
T0901317.  
Dans le cas de la liaison des deux énantiomères du 22-hydroxycholestérol à LXRα, il a été 
montré que la fonction hydroxyle de la chaine aliphatique du 22(R)-hydroxycholestérol 
interagit avec l’histidine 421 de LXRα, alors que pour le 22(S)-hydroxycholestérol, cette 
fonction hydroxyle interagit avec la glutamine 424. Cela explique que le 22(R)-
hydroxycholestérol active les LXRs alors que le 22(S)-hydroxycholestérol agit comme un 
antagoniste. Cela confirme aussi l’importance d’une interaction entre un groupement polaire 
d’un ligand des LXRs et l’histidine 421/435 pour l’activation de ces récepteurs ainsi que la 
sélection des ligands selon leur stéréochimie 254. La mutation du glutamate 267 de LXRα (281 
pour LXRβ) impliqué dans la liaison générale des oxystérols provoque une forte diminution 
de l’activation des LXRs par les oxystérols, ce qui montre que ce résidu est important pour la 
liaison des oxystérols aux LXRs et leur activation 154. 
1.5.2) Les antagonistes 
 
Figure 29 : Antagonistes et modulateur naturels des LXRs.  
 
Un antagoniste est un ligand qui empêche le récepteur nucléaire d’adopter une conformation 
agoniste ou agoniste inverse en bloquant le recrutement de coactivateurs ou de corépresseurs 
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par le LBD. Structuralement, un antagoniste empêche l’hélice 12 d’adopter une position 
agoniste ou agoniste inverse. En occupant la LBP, un antagoniste inhibe compétitivement la 
modulation transcriptionnelle d’un récepteur nucléaire par un ligand. De nombreux 
antagonistes possèdent des groupements volumineux qui provoquent une gêne stérique au 
niveau de l’hélice 12, ce qui l’empêche de se replier sur le LBD pour adopter une position 
agoniste 127.  C’est le cas d’un sulfonamide tertiaire, le GSK2033, qui est un antagoniste 
synthétique des LXRs. A cause de ses groupements volumineux, sa liaison aux LXRs 
empêche la formation d’une surface d’interaction avec des coactivateurs ce qui lui permet 
d’inhiber la réponse transcriptionnelle induite par un agoniste des LXRs 255. 
Des antagonistes naturels des LXRs existent tels que certains oxystérols, des dérivés sulfatés 
d’oxystérols, le géranylgéranyl pyrophosphate (Figure 29) et des acides gras polyinsaturés 
comme l’acide arachidonique. Une activité antagoniste du 27-hydroxycholestérol a été 
observée dans des cellules musculaires lisses vasculaires lorsqu’elles sont traitées avec des 
agonistes des LXRs 256. Cette activité antagoniste est propre à ce type cellulaire puisque dans 
d’autres modèles cellulaires une activité agoniste du 27-hydroxycholestérol a été décrite 216, 
257, 258. Un autre oxystérol, le 22(S)-hydroxycholestérol, possède une activité antagoniste à 
cause de la position de son hydroxyle sur le carbone 22, la forme stéréochimique inverse (R), 
étant agoniste 254. Plusieurs dérivés naturels sulfatés d’oxystérols tels que le cholestérol-5,6 
alpha-époxyde-3-sulfate (CES), le 7-kétocholestérol-3-sulfate (7-KCS), le 24-
hydroxycholestérol-3-sulfate (24-HC-3-S) , le 24-hydroxycholestérol-24-sulfate (24-HC-24-
S) et le 25-hydroxycholestérol-3-sulfate (25-HC-3-S) 259 sont des antagonistes naturels des 
LXRs 258, 260, 261. Leur production se fait par la sulfatation d’un hydroxyle d’un oxystérol par 
une Stéroïde Sulfotransférase comme SULT2B1b 262. Les concentrations actives de ces 
antagonistes naturels sont en accord avec leurs concentrations physiologiques ce qui suggère 
qu’ils ont un rôle physiologique dans la régulation des LXRs 260, 261, 263, 264. Le geranylgeranyl 
pyrophosphate, qui est un métabolite intermédiaire de la voie de biosynthèse du cholestérol, 
est un antagoniste des LXRs et a été utilisé dans plusieurs études pour inhiber les effets 
d’agonistes des LXRs 265-267. Les acides gras polyinsaturés comme l’acide arachidonique et 
l’acide docosahexaenoïque sont capables d’inhiber l’activation des LXRs, ce qui met en 
évidence une régulation des LXRs par des métabolites lipidiques 268-270. Cependant, aucune 
étude n’a montré une interaction directe des antagonistes cités avec les LXRs. Leur action 
antagoniste sur les LXRs peut donc être effectuée de manière indirecte, ce qui voudrait dire 
dans ce cas  qu’ils ne seraient pas des antagonistes des LXRs. 
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1.5.3) Les agonistes inverses 
Un agoniste inverse stimule le recrutement de corépresseurs par le récepteur nucléaire. En 
effet, l’agoniste inverse positionne l’hélice 12 de manière optimale pour produire une surface 
d’interaction avec des corépresseurs 127. Actuellement, aucun agoniste inverse n’a été décrit 
dans la littérature pour les récepteurs LXRs. Leur synthèse et leur étude pourraient permettre 
d’étudier la répression génique par les LXRs afin de mieux comprendre la biologie des LXRs. 
1.5.4) Les modulateurs 
Les modulateurs, qui sont aussi appelés agonistes partiels ou antagonistes partiels, sont des 
ligands qui possèdent une activité mixte d’agoniste et d’antagoniste selon le promoteur lié par 
le récepteur nucléaire et selon le type cellulaire (Figure 30). Les modulateurs induisent un 
positionnement intermédiaire de l’hélice 12 qui permet le recrutement de coactivateurs ou de 
corépresseurs par un récepteur nucléaire en fonction du profil d’expression des corégulateurs 
transcriptionnels dans un type cellulaire. Les positions que peut adopter l’hélice 12 étant 
multiples, pour un récepteur nucléaire, chaque modulateur sélectif d’un récepteur nucléaire 
peut induire un positionnement unique de l’hélice 12 et par conséquent une réponse 
pharmacologique particulière entre l’agonisme et l’antagonisme 127.  
 
Figure 30 : Mode d’action schématique d’un modulateur sélectif d’un récepteur nucléaire 271. Un 
modulateur sélectif provoque une conformation intermédiaire du LBD entre la conformation agoniste et la 
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conformation antagoniste, appelée dans ce schéma conformation partielle (partial). Selon le contexte cellulaire, 
le modulateur sélectif a une activité agoniste si le niveau d’expression des coactivateurs est le plus élevé, ou il a 
une activité antagoniste si les corépresseurs sont les plus exprimés. La signalisation cellulaire dépendante du 
type cellulaire influence aussi l’activité du récepteur nucléaire par des modifications post-traductionnelles des 
corégulateurs transcriptionnels. SRM : Selective nuclear Receptor Modulator. 
 
La diversité de réponse biologique que permettent les modulateurs rend cette classe 
pharmacologique très intéressante pour le développement d’agents thérapeutique. Le 
tamoxifène, qui est le traitement hormonothérapeutique de référence pour les cancers du sein 
hormono-dépendants, est un modulateur sélectif d’ERα. Dans la glande mammaire, le 
tamoxifène agit comme un antagoniste en réprimant les gènes de la survie et de la 
prolifération sous le contrôle d’ERα, ce qui constitue les effets recherchés en thérapie 
anticancéreuse. Au contraire, dans l’utérus, le tamoxifène se comporte comme un agoniste en 
stimulant l’expression des gènes sous le contrôle d’ERα, ce qui participe aux effets 
secondaires indésirables de cette molécule. Cela s’explique par une expression plus forte de 
coactivateurs de la famille SRC (Steroid Receptor Coactivators) dans l’utérus que dans la 
glande mammaire qui provoque une action agoniste du tamoxifène dans l’utérus. Cela 
démontre le principe de l’activité tissu-spécifique des modulateurs sélectifs des récepteurs 
nucléaires et de sa dépendance pour l’expression relative des corégulateurs transcriptionnels 
271, 272. 
Les agonistes purs des LXRs, comme le T0901317, ont des effets bénéfiques sur la régulation 
du métabolisme du cholestérol, mais ils ont des effets secondaires qui empêchent une 
utilisation thérapeutique de ces composés, tels que l’induction d’une hypertriglycéridémie. La 
synthèse de modulateurs sélectifs des LXRs qui présenteraient les effets bénéfiques des 
agonistes des LXRs sans leurs effets secondaires indésirables est une issue activement 
recherchée pour la génération de nouveaux composés thérapeutiques contre l’athérosclérose 
273. Plusieurs agonistes synthétiques des LXRs ont été synthétisés et certains d’entre eux 
parviennent à moduler les LXRs de la façon souhaitée pour une utilisation thérapeutique c'est-
à-dire en stimulant le transport inverse du cholestérol sans stimuler la lipogenèse 273-276.  
L’agoniste synthétique GW3965 ainsi que le 22(R)-hydroxycholestérol sont des agonistes 
partiels des LXRs. En effet, un changement du niveau d’expression des coactivateurs et des 
corépresseurs parvient à modifier leur activité pharmacologique, ce qui n’est pas le cas pour 
l’agoniste pur T0901317, et qui définit donc ces ligands comme agonistes partiels. La liaison 
de ces agonistes partiels sur les LXRs provoquent une affinité plus ou moins grande des LXRs 
pour des coactivateurs et pour des corépresseurs, alors que le T0901317 stimule uniquement 
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la liaison de coactivateurs sur les LXRs, et à forte concentration il induit une dissociation 
complète des corépresseurs 277. Une surexpression du corépresseur NCoR provoque une forte 
diminution de l’activation transcriptionnelle des LXRs par le GW3965. A l’inverse, une 
extinction de l’expression de NCoR potentialise l’activité agoniste du GW3965 sur des gènes 
cibles des LXRs. L’activation des LXRs par le T0901317, qui dissocie efficacement la liaison 
des corépresseurs aux LXR, est nettement moins influencée par une surexpression de NCoR. 
Cela montre l’importance du profil d’expression des corégulateurs transcriptionnels dans les 
réponses biologiques induites par les modulateurs des LXRs, mais pas par des agonistes purs 
278.  
Des ligands naturels des LXRs ont aussi une activité modulatrice. C’est le cas du 15-
ketocholestérol 279 et du cholestérol-5,6-époxyde alpha (CEα) 126. L’activité pharmacologique 
du CEα varie selon le contexte cellulaire : le CEα est antagoniste dans des lignées cellulaires 
cancéreuses de foie et de poumon, il est modulateur dans des kératinocytes et agoniste partiel 
dans des macrophages. Il a une meilleure efficacité pour moduler LXRα que LXRβ, et son 
EC50 est de l’ordre du nanomolaire en accord avec sa concentration dans l’alimentation et 
dans l’organisme, ce qui permet de considérer le CEα comme un modulateur physiologique 
des LXRs. La définition du profil pharmacologique du CEα est discutée plus en détail dans la 
partie 1.6.4). 
1.5.5) Ciblage multiple de ligands des LXRs 
Certains ligands de récepteurs nucléaires sont capables de se lier à d’autres récepteurs 
nucléaires et de moduler leur activité. Ce facteur est important à considérer puisqu’il suggère 
que le profil d’expression génique induit par un ligand peut être le reflet de la modulation de 
plusieurs récepteurs nucléaires. LXR est capable d’être régulé par des ligands d’autres 
récepteurs nucléaires, et des ligands de LXRs modulent l’activité d’autres récepteurs 
nucléaires. Les esters de fibrate comme le fenofibrate, qui sont des agonistes des PPARs, ont 
une activité antagoniste sur les LXRs. En revanche, les acides de fibrate ont une activité 
agoniste sur les PPARs mais aucune activité sur les LXRs 280. Aussi, les acides gras 
polyinsaturés, qui seraient des antagonistes des LXRs, sont des agonistes des PPARs 269, 281 ce 
qui consolide le cross-talk mutuellement inhibiteur entre les LXRs et les PPARs. Le 24(S)-
hydroxycholestérol et le cholestérol-24(S),25-epoxyde, qui sont des agonistes naturels des 
LXRs, sont des agonistes inverses des récepteurs RORs en réprimant la transcription basale 
des gènes cibles des RORs 282. Aussi, RORγ est capable de lier et d’être activé par des 
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hydroxycholestérols qui sont des agonistes des LXRs, comme le 22(R)-hydroxycholestérol et 
le 25-hydroxycholestérol 283. Ces ciblages multiples par des ligands naturels de récepteurs 
nucléaires montrent une intégration du signal porté par un ligand par plusieurs récepteurs 
nucléaires. Cela permettrait peut-être une régulation plus coordonnée d’une réponse 
biologique à l’accumulation de certains métabolites cellulaires, plutôt que la modulation d’un 
seul récepteur  nucléaire. Par exemple, la régulation négative des LXRs par les acides gras 
polyinsaturés et l’activation des PPARs par ces métabolites permet d’inhiber la lipogenèse 
dans un premier temps, et l’activation du catabolisme lipidique dans un second temps. Cela 
empêcherait une activité simultanée de ces deux métabolismes, qui ont des rôles opposés dans 
la cellule, grâce à l’intégration du signal porté par les acides gras polyinsaturés par les deux 
récepteurs nucléaires chargés de contrôler ces métabolismes . 
L’agoniste synthétique des LXRs le plus utilisé dans la littérature, le T0901317, est capable 
de lier de nombreux récepteurs nucléaires. Le T0901317 se fixe et active le récepteur des 
acides biliaires FXR avec une EC50 de l’ordre du micromolaire 284. Il a une action antagoniste 
sur les récepteur PXR et AR pour des concentrations nanomolaire et micromolaire 
respectivement 285, 286. Le T0901317 agit comme un agoniste inverse sur les récepteur RORs 
pour des concentrations de l’ordre du nanomolaire 287. Cela veut dire que des connaissances 
acquises sur les LXRs en utilisant le T0901317 peuvent être biaisées si aucun autre ligand des 
LXRs n’a été testé, ou si d’autres méthodes de confirmation spécifiques des LXRs, comme 
l’utilisation de siRNA LXRα et LXRβ, n’ont pas été effectuées en parallèle. 
 
1.6) Les corégulateurs transcriptionnels 
Les corégulateurs transcriptionnels sont des protéines qui permettent aux récepteurs 
nucléaires de transmettre l’information qu’ils portent aux promoteurs de leurs gènes cibles 
ainsi qu’à la machinerie de transcription. Le recrutement des corégulateurs transcriptionnels 
sur le promoteur du gène cible d’un récepteur nucléaire se fait de manière séquentielle 129. 
Après avoir reconnu son élément de réponse sur un promoteur, le récepteur nucléaire recrute 
le corégulateur transcriptionnel qui est le mieux adapté après l’intégration de toutes les 
informations qui lui sont soumises telles que la conformation de sa région AF-1, la séquence 
de l’élément de réponse reconnu, la structure du ligand lié, éventuellement les informations 
transmises par son partenaire de dimérisation, les modifications post-traductionnelles qu’il a 
subies, et le niveau d’expression des corégulateurs dans la cellule où il se trouve. Le 
corégulateur recruté interagit avec d’autres corégulateurs transcriptionnels, l’ensemble 
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formant un complexe moléculaire possédant plusieurs activités enzymatiques (Figure 31) dont 
la nature varie en fonction du corégulateur directement recruté par le récepteur nucléaire. Les 
activités enzymatiques du complexe remodèlent la chromatine du promoteur ce qui modifie 
son accessibilité par les facteurs généraux de transcription constituant la machinerie de 
transcription responsable de l’expression des gènes. S’il s’agit de coactivateurs, le complexe 
de corégulateurs transcriptionnels intervient aussi dans le recrutement direct de la machinerie 
de transcription en servant d’intermédiaire physique entre un récepteur nucléaire et des 
facteurs généraux de transcription telle que la TATA-Binding Protein (TBP). Par conséquent, 
les corégulateurs transcriptionnels sont les effecteurs des récepteurs nucléaires au niveau de 
l’expression de leurs gènes cibles 130, 288. 
 
 
Figure 31 : Corégulateurs transcriptionnels impliqués dans l’activité des récepteurs nucléaires 158. Les 
coactivateurs comprennent des histones acétyltransférases et des histones arginine méthyltransférases, et les 
corépresseurs comptent majoritairement des histones déacétylases. 
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1.6.1) Les coactivateurs 
Les coactivateurs (Figure 31) sont recrutés par un récepteur nucléaire lorsqu’il est dans une 
conformation agoniste. Dans cette conformation, le récepteur nucléaire présente une surface 
d’interaction complémentaire avec un motif présent sur les coactivateurs transcriptionnels, il 
s’agit d’une séquence consensus LxxLL (L = Leucine ; X = acide aminé quelconque), 
responsable de l’interaction entre un coactivateur et un récepteur nucléaire. Plusieurs types de 
coactivateurs existent parmi lesquels on compte p160/SRC, TRBP, TRAP et PGC. Chaque 
type de coactivateurs contient des domaines d’interactions différents avec d’autres 
corégulateurs transcriptionnels ce qui détermine la composition du complexe de corégulateur 
formé suivant le coactivateur recruté par un récepteur nucléaire activé. Les corégulateurs 
recrutés par le coactivateur possèdent des activités enzymatiques et des domaines 
d’interaction avec d’autres corégulateurs responsables du recrutement séquentiel de 
l’ensemble des acteurs moléculaires du complexe 175. Les activités enzymatiques associées 
aux coactivateurs des récepteurs nucléaires permettent la décondensation de la chromatine 
pour rendre les séquences promotrices accessibles aux facteurs généraux de transcription. La 
décondensation de la chromatine est effectuée par des Histone AcétylTransférases (HATs) 
telle que P300/CBP ou des Histone MéthylTransférases (HMTs) comme CARM1, qui 
acétylent ou méthylent la queue des histones, ce qui a pour conséquence de diminuer leur 
affinité pour l’ADN 289. Le complexe SWI/SNF se charge ensuite de l’éviction des histones de 
l’ADN, ce qui génère des portions d’ADN nu propices à la fixation des facteurs généraux 
d’initiation de la transcription sur le promoteur à proximité du complexe d’activation du 
récepteur nucléaire. Le complexe Mediator a un rôle d’intermédiaire en interagissant avec des 
coactivateurs et en communiquant avec l’ARN polymérase II et les facteurs généraux de 
transcription pour le recrutement de la machinerie de transcription sur un promoteur activé par 
un récepteur nucléaire 290. Après que l’ensemble du complexe général de transcription soit 
positionné correctement, la transcription du gène cible démarre, conduisant à son expression 
dans la cellule 130, 175, 271, 288. 
1.6.2) Les corépresseurs 
Les corépresseurs (Figure 31) sont recrutés par un récepteur nucléaire dans une conformation 
agoniste inverse ou, pour certains récepteurs nucléaires, lorsqu’il n’est pas lié à un ligand. Les 
corépresseurs se possèdent un motif peptidique de séquence consensus LxxxIIxxxL, qui 
reconnait sur les récepteurs nucléaires un long sillon hydrophobe libéré par l’hélice 12 
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lorsqu’elle occupe une position agoniste inverse. Les corépresseurs les plus connus sont 
Nuclear receptor CoRepressor (NCoR) et Silencing Mediator for Retinoic acid and Thyroid 
hormone receptors (SMRT). Ils recrutent des enzymes de remodelage de la chromatine pour 
la rendre plus compacte au niveau du promoteur et inaccessible au complexe général de 
transcription, ce qui réprime l’expression du gène concerné. La principale classe d’enzyme 
concernée est l’Histone DéACétylase (HDAC) qui catalyse la déacétylation des queues 
d’histones, ce qui favorise l’interaction des histones avec l’ADN. Par conséquent cette 
modification favorise la formation de nucléosomes qui génèrent une structuration compacte 
de l’ADN incompatible avec l’expression génique des zones génomiques concernées. Les 
corépresseurs recrutent aussi le complexe SWI/SNF qui sert à positionner et à mettre en place 
les nouvelles histones sur le promoteur. La répression de l’expression des gènes par les 
récepteurs nucléaires est donc essentiellement provoquée par la compaction de la chromatine 
pour rendre un promoteur inaccessible aux facteurs généraux de transcription 130, 175, 271, 288. 
1.6.3) Effets tissu-spécifiques des modulateurs des récepteurs 
nucléaires 
Comme nous l’avons vu dans la partie 1.5.4), les modulateurs sélectifs des récepteurs 
nucléaires induisent un positionnement intermédiaire de l’hélice 12 qui leur permet d’être 
agonistes ou antagonistes selon le type tissulaire. En effet, les modulateurs induisent une 
affinité pour des coactivateurs et aussi pour des corépresseurs. Le récepteur nucléaire lié à un 
modulateur pourra recruter un type de corégulateur selon son affinité et selon la quantité 
relative des corégulateurs qu’il a la capacité de recruter. Selon le type tissulaire, le profil 
d’expression des corégulateurs transcriptionnels varie et il détermine si un modulateur est 
agoniste ou s’il est antagoniste dans le tissu considéré (Figure 30) 34, 271. Par exemple, le 
tamoxifène qui est un modulateur sélectif d’ERα est antagoniste dans la glande mammaire. 
Lorsque le coactivateur SRC-1 est surexprimé ectopiquement dans des cellules mammaires, le 
tamoxifène devient agoniste dans ce type cellulaire. Dans l’utérus, le coactivateur SRC-3 est 
naturellement plus exprimé que dans la glande mammaire, ce qui conduit à une action 
agoniste du tamoxifène dans ce tissu. Cela provoque l’effet secondaire le plus indésirable du 
tamoxifène, c'est-à-dire la promotion du cancer de l’utérus. Ces deux exemples portant sur le 
tamoxifène démontrent que le profil pharmacologique d’un modulateur sélectif est déterminé 
par le profil d’expression des corégulateurs transcriptionnels 34, 54, 271, 272. 
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1.6.4) Les corégulateurs dans la pharmacologie des LXRs 
Des corégulateurs impliqués dans les effets cellulaires et physiologiques des LXRs ont été 
identifiés (Figure 32). Les coactivateurs de la famille p160, SRC-1 et p300 interviennent dans 
l’activation de l’expression d’ABCA1 par les LXRs alors que les coactivateurs CARM-1 et P-
CAF ne sont pas impliqués 291. La Receptor-Interacting Protein 140 (RIP-140) est un 
corégulateur qui peut se comporter comme un corépresseur ou comme un coactivateur d’un 
récepteur nucléaire. RIP-140 est un corégulateur physiologique des LXRs en permettant la 
répression de gènes cibles impliqués dans la néoglucogenèse et en activant l’expression de 
gènes cibles lipogéniques 292. RIP-140 est aussi impliquée dans la répression de la protéine 
mitochondriale Uncoupling Protein-1 (UCP-1) par LXRα ce qui inhibe la consommation 
énergétique 293. L’Activating Signal Co-integrator 2 (ASC-2) est recruté par les LXRs 
lorsqu’ils s’hétérodimérisent avec RXR, et ce recrutement est augmenté en présence d’un 
ligand des RXRs 191. Par conséquent, ASC-2 pourrait être un corégulateur intervenant dans les 
effets permissifs des ligands des RXRs dans l’hétérodimère LXR/RXR. Le coactivateur 
PPAR-Gamma Coactivator 1 alpha PGC-1α est aussi un coactivateur des LXRs ce qui peut 
participer au cross-talk entre les PPARs et les LXRs 294. 
 
Figure 32 : Recrutement de corégulateurs par les LXRs 295. En absence de ligand, les LXRs sont liés sous 
forme d’hétérodimère avec RXR sur le promoteur de leur gène cible et ils sont associés à un corépresseur. La 
liaison d’un ligand des LXRs (GW3965) et/ou la liaison d’un ligand des RXRs (acide 9-cis-rétinoïque) provoque 
le recrutement d’un coactivateur par LXR/RXR ce qui active l’expression de ses gènes cibles. LXR : Liver X 
Receptor ; RXR : Retinoid X Receptor ; LXRE : LXR Response Element ; DR : Direct Repeat.  
 
Le principe moléculaire de l’agonisme partiel chez les LXRs a été défini avec l’agoniste 
synthétique partiel GW3965. A la différence de l’agoniste pur T0901317 qui ne permet que le 
recrutement de coactivateur par les LXRs, le GW3965 provoque aussi le recrutement de 
corépresseurs comme NCoR1 tout en permettant le recrutement des mêmes coactivateurs que 
le T0901317. Une surexpression du corépresseur NCoR provoque une forte diminution de 
l’induction de gènes sous contrôle des LXRs par le GW3965 mais pas par le T0901317. Cela 
montre l’influence du niveau d’expression des corégulateurs sur le profil transcriptionnel 
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induit par des modulateurs des LXRs 277. Le CEα, qui est décrit comme un modulateur naturel 
des LXRs, confirme les résultats obtenus avec le GW3965. En effet, le comportement 
pharmacologique du CEα varie lui aussi selon le type cellulaire. Le profil de recrutement de 
corégulateurs sur les LXRs par le CEα est différent de celui d’autres modulateurs naturels 
comme le cholestérol-24,25-époxyde (24,25-CE). Cela peut expliquer les différences de 
profils transcriptionnels induits par ces deux modulateurs des LXRs selon le tissu étudié 
puisqu’ils ne sont pas affectés par l’expression des mêmes corégulateurs. Par exemple, dans 
les kératinocytes, le CEα réprime l’expression d’ApoE et stimule l’expression de SCD1 et 
CYP27A1 alors que le 24,25-CE effectue exactement l’inverse du CEα sur ces mêmes gènes 
126. Par conséquent, la caractérisation de l’affinité d’un récepteur pour des corégulateurs en 
présence d’un modulateur peut permettre d’appréhender son comportement pharmacologique 
dans un tissu selon le profil d’expression des corégulateurs transcriptionnels.  
2) Rôles cellulaires, physiologiques et physiopathologiques des LXRs 
2.1) Contrôle du métabolisme des stérols 
Les LXRs agissent comme des senseurs de stérols, capables de moduler l’expression de gènes 
en fonction des stérols qu’ils lient. Grâce à leur capacité à lier différents stérols, les LXRs 
permettent l’adaptation du métabolisme des stérols à des situations cellulaires et 
physiologiques complexes. 
2.1.1) Les flux de stérols dans la cellule 
 
Figure 33 : Flux de cholestérol dans la cellule 296. Le cholestérol est endocyté par la cellule sous forme d’esters 
de cholestérol (CE) dans des lipoprotéines. Des lipases produisent du cholestérol libre (Free Cholestérol : FC) à 
partir des esters de cholestérol captés par la cellule. Le cholestérol peut être incorporé à la membrane plasmique, 
être efflué hors de la cellule par des ABC transporteurs, ou être adressé au réticulum endoplasmique pour être 
estérifié par l’enzyme ACAT qui permet le stockage intracellulaire du cholestérol dans des goutelettes lipidiques. 
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NPC1 : Niemann-Pick type C 1 ; ACAT : Acyl CoA : Acyl cholestérol Transférase. NCEH : Neutral Cholesteryl 
Ester Hydrolase. 
 
Le taux de cholestérol doit être finement régulé dans la cellule pour son fonctionnement 
correct. Si le taux de cholestérol est dérégulé, cela perturbe la composition lipidique des 
membranes cellulaires, l’activité des protéines membranaires qu’elles portent, ainsi que des 
voies de signalisations cellulaires, dont celles de récepteurs nucléaires, qui dépendent du taux 
intracellulaire de cholestérol. Un taux de cholestérol faible peut diminuer la formation de 
radeaux lipidiques nécessaires à l’activation de protéines comme la kinase mitogène Akt, ce 
qui affecte la survie des cellules 297. Un taux de cholestérol trop élevé est cytotoxique 
puisqu’il induit un stress du réticulum endoplasmique qui stimule l’apoptose 298. Les 
régulations du taux intracellulaire de cholestérol s’opèrent au niveau de l’entrée, de la 
biosynthèse et de la sortie de cholestérol de la cellule et au niveau de son stockage cellulaire 
(Figure 33).  
2.1.1.1) Entrée de cholestérol dans la cellule 
Pour fonctionner correctement, notamment pour le maintien ou la production de leur 
membrane plasmique, les cellules de notre organisme ont besoin d’un apport extracellulaire 
de cholestérol. Le cholestérol provient du foie qui est l’organe gestionnaire du cholestérol 
dans l’organisme, et il est acheminé jusqu‘aux tissus périphériques dans des particules 
lipoprotéiques appelées les LDLs (Light Density Lipoproteins) (Figure 34). Les LDLs sont 
reconnus par le récepteur LDLR (LDL Receptor) exprimé à la surface des cellules des tissus 
périphériques. Le complexe LDL-LDLR est internalisé dans une cellule par endocytose dans 
des puits de clathrine jusqu’aux endosomes tardifs. La particule LDL est hydrolysée par les 
enzymes lysosomales ce qui permet la libération de cholestérol dans les endosomes tardifs, 
mais aussi d’autres lipides transportés par les LDLs tels que des triglycérides, des 
phospholipides et des esters de cholestérol. Le cholestérol est ensuite transporté dans la 
cellule par voie vésiculaire ou non-vésiculaire, c'est-à-dire par des transporteurs protéiques 
solubles, entre les différents organites cellulaires 299. 
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Figure 34 : Mécanisme d’entrée de cholestérol dans la cellule 300. Les particules LDLs transportant le 
cholestérol sont captées par le LDLR à la surface des cellules qui endocytent les LDLs dans des puits de 
clathrine. Les vésicules d’endocytose rejoignent l’endosome ou un tri est effectué permettant le recyclage du 
LDLR à la membrane plasmique et l’adressage du cholestérol à l’endosome tardif. Les protéines NPC1 et NPC2 
permettent la sortie du cholestérol de l’endosome tardif pour qu’il soit distribué aux organites nécessitant du 
cholestérol. LDL : Low Density Lipoprotein ; MVB : Multi Vesicular Body ; NPC : Niemann Pick type C ; 
SSD : Sterol-Sensing Domain. 
Les LXRs régulent l’entrée de cholestérol en contrôlant la stabilité du LDLR de manière 
indirecte. En effet, les LXRs régulent l’expression de l’E3-Ubiquitine Ligase Idol (Inducible 
Degrader Of LDLR) qui adresse le LDLR au protéasome en l’ubiquitinant. Les agonistes des 
LXRs stimulent l’expression d’Idol ce qui contribue à diminuer l’entrée de cholestérol dans la 
cellule 301. Cela est en accord avec l’augmentation parallèle de l’efflux de cholestérol induite 
par  les agonistes des LXRs qui provoquent de façon générale une diminution du taux de 
cholestérol intracellulaire. Un autre récepteur est impliqué dans l’entrée cellulaire de stérols, il 
s’agit de CD36 dont l’expression est régulée par les LXRs 302 et qui est un récepteur des LDLs 
oxydés qui contiennent des oxystérols dont certains sont des ligands des LXRs comme le 
cholestérol-5,6-epoxyde alpha 303. Par conséquent, les oxystérols apportés par CD36 
pourraient jouer un rôle dans la signalisation médiée par les LXRs. Les LXRs sont impliqués 
dans la régulation du trafic intracellulaire du cholestérol en contrôlant l’expression des 
transporteurs de cholestérol NPC1 (Niemann-Pick type C 1) et NPC2 304. Les protéines NPC 
localisées au niveau de l’endosome, sont chargées du transport intracellulaire du cholestérol. 
Une mutation délétère d’un de ces transporteurs est à l’origine de la maladie génétique 
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Niemann-Pick type C qui est caractérisée par une surcharge lysosomale provoquant des 
troubles neurodégénératifs sévères 305. Lors de l’entrée de cholestérol dans la cellule, les 
protéines NPC permettent le transport du cholestérol vers la membrane plasmique où 60% du 
cholestérol cellulaire est présent 299. Le cholestérol peut aussi être transporté de la membrane 
plasmique vers le réticulum endoplasmique qui est le principal organite de gestion du 
cholestérol intracellulaire. En effet, c’est au niveau du réticulum endoplasmique que le 
cholestérol est estérifié par les enzymes ACAT pour être stocké. Le réticulum endoplasmique 
est aussi le compartiment de biosynthèse cellulaire du cholestérol, et il a un rôle d’adressage 
du cholestérol aux différents organites nécessitant du cholestérol comme la membrane 
plasmique et les mitochondries. Enfin, des régulateurs essentiels du taux intracellulaire de 
cholestérol sont présents au niveau de cet organite comme c’est le cas du système SREBP-
2/SCAP/Insig qui détecte la concentration de cholestérol et qui la contrôle en régulant 
l’expression d’enzymes impliquées dans la biosynthèse du cholestérol 306. 
2.1.1.2) Efflux de cholestérol 
L’efflux de cholestérol permet d’éviter son accumulation cellulaire qui est cytotoxique. Pour 
éliminer le cholestérol en excès, les cellules l’effluent vers des lipoprotéines acceptrices dans 
le milieu extracellulaire (Figure 35). Une partie du cholestérol accumulé dans une cellule est 
oxydé ce qui génère des oxystérols. Ces oxystérols sont ensuite capables d’activer les LXRs 
qui lancent un programme génétique qui vise à réguler le taux intracellulaire de cholestérol 
pour éviter son accumulation. Les LXRs activent l’expression de transporteurs d’efflux de 
cholestérol de la famille des ABC (ATP-Binding Cassette) transporteurs qui effectuent un 
transport actif du cholestérol au niveau de la membrane plasmique vers l’extérieur de la 
cellule. Parmi ces transporteurs, ABCA1 et ABCG1 sont les principaux acteurs de l’efflux de 
cholestérol provoqué par l’activation des LXRs 307, 308.  
 
Figure 35 : Efflux cellulaire du cholestérol 295. Le transporteur intracellulaire de cholestérol ARL7 transporte 
le cholestérol à la membrane plasmique pour qu’il soit efflué par les ABC transporteurs. Les ABC transporteurs 
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ABCA1 et ABCG1 sont impliqués dans l’efflux de cholestérol vers des apolipoprotéines acceptrices qui forment 
des particules HDLs. Pour diminuer le taux de cholestérol intracellulaire, l’E3-Ubiquitine Ligase dégrade le 
LDLR pour empêcher l’entrée de cholestérol dans la cellule. L’expression de l’ensemble de ces protéines est 
régulée par les LXRs. ARL7 : ADP-Ribosylation factor-Like 7 ; HDL : High Density Lipoprotein ; APOA1 : 
Apolipoprotein A1 ; LDL : Low Density Lipoprotein ; IDOL : Inducible Degrader Of LDLR ; ABCA1 : ATP-
Binding Cassette A1 ; ABCG1 : ATP-Binding Cassette G1. 
 
Le transporteur ABCA1 est particulièrement important pour le contrôle de l’homéostasie du 
cholestérol puisqu’une mutation congénitale de ce gène provoque la maladie de Tangier qui 
provoque une athérosclérose précoce chez les personnes atteintes 309. Les agonistes des LXRs 
stimulent aussi l’expression des transporteurs intracellulaires NPC1 et NPC2. Ces 
transporteurs sont chargés de transporter le cholestérol de l’endosome tardif à la membrane 
plasmique pour qu’il puisse être éliminé par les ABC transporteurs 304. Les LXRs sont des 
activateurs directs de l’expression de l’ADP-Ribosylation Factor-Like 7 (ARL7) qui est un 
transporteur intracellulaire du cholestérol. ARL7 transporte le cholestérol à la membrane 
plasmique et facilite l’efflux de cholestérol médiée par ABCA1 310. En parallèle, les LXRs 
activent l’expression d’apolipoprotéines comme ApoA1 311 et ApoE 312 qui agissent comme 
des accepteurs extracellulaires de cholestérol en captant le cholestérol expulsé de la cellule 
par les ABC transporteurs. La fixation du cholestérol par ces apolipoprotéines permet la 
formation de particules HDLs (High Density Lipoprotein) qui transportent le cholestérol des 
cellules des tissus périphériques vers le foie qui se charge de l’élimination du cholestérol par 
son excrétion dans la bile 313. 
2.1.1.3) Stockage cellulaire du cholestérol 
Une accumulation de cholestérol dans la cellule peut conduire à la stimulation de son efflux 
et/ou son stockage cellulaire sous forme d’esters, ce qui nécessite l’estérification du 
cholestérol (Figure 36A). Les esters de cholestérol sont stockés dans des vésicules appelées 
gouttelettes lipidiques (Figure 36B). Cela permet d’éviter l’insertion du cholestérol accumulé 
dans les membranes ce qui empêche ses effets cytotoxiques 314.  
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Figure 36 : Le stockage intracellulaire de cholestérol. A. Les enzymes ACAT (Acyl CoA : Acyl cholesterol 
transferase) catalysent l’estérification du cholestérol avec un acide gras pour produire des esters de cholestérol 
315. B. Les esters de cholestérol produits par les enzymes ACAT au niveau du réticulum endoplasmique sont 
stockés dans des vésicules qui bourgeonnent du réticulum endoplasmique et qui forment des goutelettes 
lipidiques (lipid droplets) 299. 
 
Les LXRs facilitent le stockage du cholestérol sous forme d’esters en stimulant la lipogenèse, 
qui est la production d’acides gras, par l’augmentation de l’expression de SREBP-1c (Sterol 
Response Element Binding Protein-1c) qui est un facteur de transcription contrôlant la 
lipogenèse 253. En parallèle, les LXRs stimulent l’expression de SCD-1 (Stearoyl Coenzyme 
A Desaturase) qui est une enzyme qui insature les acide gras en C9 316. L’augmentation de la 
lipogenèse couplée à l’augmentation de l’insaturation des acides gras permet d’approvisionner 
les enzymes ACATs en acide gras insaturés, qui sont les meilleurs substrats pour 
l’estérification du cholestérol 317, ce qui favorise la production d’esters de cholestérol et le 
stockage intracellulaire du cholestérol. Une augmentation de l’efflux de cholestérol causé par 
l’activation des LXRs provoque une diminution de l’estérification du cholestérol puisque le 
taux de cholestérol diminue dans la cellule 304. A l’inverse, une augmentation de la production 
d’acides gras insaturés par SCD-1 inhibe l’efflux de cholestérol par ABCA1 dont l’activité est 
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inhibée par un taux élevé d’acides gras insaturé dans la membrane plasmique 316. Cela montre 
que l’efflux de cholestérol et son stockage son mutuellement inhibiteurs. Les esters de 
cholestérol ne sont pas efflués par ABCA1, ils doivent d’abord être hydrolysés par des 
Cholesteryl Ester Hydrolases (CEH) lysosomales qui les transforment en cholestérol libre 
capable d’être efflué par ABCA1 318. L’hydrolyse des esters de cholestérol contenus dans les 
gouttelettes lipidiques constitue l’étape limitante de l’efflux du cholestérol contenu dans ces 
vésicules lipidiques 314. Récemment, il a été montré dans les macrophages que les gouttelettes 
lipidiques sont captées par des vésicules autophagiques qui, après fusion avec le lysosome, 
permettent l’hydrolyse des esters de cholestérol qu’elles contiennent par les hydrolases 
lysosomales 319. Cela veut dire que l’efflux des esters de cholestérol dépend de l’autophagie. 
2.1.2) La cholestérogenèse 
2.1.2.1) Voie de biosynthèse du cholestérol 
La cholestérogenèse est la biosynthèse cellulaire de cholestérol à partir d’acétyl CoA et cette 
voie métabolique est présente dans toutes les cellules nucléées (Figure 37) 300. La 
cholestérogenèse se déroule dans le réticulum endoplasmique où sont localisées la majeure 
partie des enzymes impliquées dans le métabolisme des stérols 320. Cette voie de biosynthèse 
fait intervenir environ 30 enzymes parmi lesquelles la 3-Hydroxy-3-MethylGlutaryl 
Coenzyme A Reductase (HMGCR) qui catalyse la transformation de l’HMG-CoA en 
mévalonate, qui est la réaction limitante de la biosynthèse du cholestérol. Cette enzyme est 
ciblée par les statines qui sont des agents thérapeutiques de référence pour traiter 
l’hypercholestérolémie et l’athérosclérose 321. Le premier stérol intermédiaire produit au cours 
de la cholestérogenèse est le lanostérol qui, après l’intervention de 19 réactions enzymatiques, 
est transformé en cholestérol 300. Même si chez l’adulte une inhibition de la cholestérogenèse 
par les statines permet de prévenir l’athérosclérose qui est une pathologie majeure, la 
cholestérogenèse est essentielle au cours du développement. Plusieurs maladies génétiques 
sont causées par l’inactivation congénitale de gènes codant des enzymes cholestérogéniques. 
Par exemple, le syndrome Smith-Lemli-Opitz provoqué par une mutation de la 7-
déshydrocholestérol réductase (DHCR7), dont les conséquences sont une malformation 
cranio-faciale ainsi que de plusieurs organes comme le cerveau, le cœur et les poumons, 
conduit à une mort périnatale ou au début de l’âge adulte. De nombreuses autres enzymes 
cholestérogéniques ont un rôle majeur puisque leur inactivation conduit à une mort 
embryonnaire. C’est le cas d’une inactivation de l’HMGCR qui est létale au jour 
‐111‐ 
 
embryonnaire 8,5 (E 8,5) c'est-à-dire avant l’implantation de l’embryon sur la paroi utérine 
322. La voie de biosynthèse du cholestérol partage des produits réactionnels intermédiaires 
avec d’autres voies métaboliques, dans les premières étapes de la cholestérogenèse. En effet, 
le geranyl-pyrophosphate sert à la synthèse de monoterpénoïdes et le farnésyl-pyrophosphate 
permet la prénylation de certaines protéines membranaires périphériques comme la protéine 
Ras 323.  
 
Figure 37 : La cholestérogenèse et l’impact de mutation congénitale d’enzymes cholestérogéniques sur le 
développement 322. La cholestérogenèse est effectuée par environ 30 réactions enzymatiques. La létalité 
embryonnaire de mutation congénitale d’enzymes cholestérogéniques montre l’importance de la 
cholestérogenèse au cours du développement. 
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2.1.2.2) Régulation de la cholestérogenèse 
Des produits intermédiaires de la cholestérogenèse, comme le zymostérol et le desmostérol 
activent les LXRs ce qui pourrait contribuer à l’homéostasie des stérols dans la cellule en 
couplant la cholesterogenèse avec la régulation des flux cellulaire de stérols par les LXRs 252. 
La première étude montrant une régulation constitutive de LXRα par des produits issus de la 
cholestérogenèse a aussi montré qu’un produit dérivé de cette voie, le géranygéraniol ou 
géranylgéranyl-pyrophosphate agit comme un antagoniste sur l’activité transcriptionnelle des 
LXRs 324. Le lanostérol qui est le premier stérol généré au cours de la cholesterogenèse n’est 
pas un ligand des LXRs 252. En revanche, le 24,25-dihydrolanostérol (DHL) qui s’accumule 
après une répression de CYP51A1 par FOXOA4 est un ligand des LXRs qui stimule leur 
activité 325. Le 14-demethyl lanostérol qui est le produit de la transformation du lanostérol par 
CYP51A1 est aussi un ligand agoniste de LXRα 216. Les LXRs activent l’expression de la 24-
Déshydrocholestérol Réductase (DHCR24) qui catalyse la transformation du desmostérol en 
cholestérol qui est la dernière étape de la cholestérogenèse 326. Cela suggère que l’activation 
des LXRs contribue à une diminution du taux de desmostérol ainsi que du taux de zymostérol 
qui est affecté par l’activité de DHCR24 252. DHCR24 est aussi capable d’agir à l’étape du 
lanostérol en réduisant la double liaison du lanostérol en position 24 ce qui le transforme en 
DHL, qui est un activateur des LXRs 118. Le DHL subit ensuite les mêmes transformations 
que le lanostérol pour générer le cholestérol sauf que l’ensemble des intermédiaires est déjà 
saturé en position 24 et 25, DHCR24 n’intervient donc pas à la fin de ce schéma de 
biosynthèse 322. Par conséquent il serait intéressant de tester l’effet du desmostérol, du 
zymostérol et du DHL sur l’activité des LXRs et particulièrement sur la régulation de 
l’expression de DHCR24 par les LXRs puisque DHCR24 pourrait établir un rétrocontrôle de 
l’activation des LXRs par ces produits intermédiaires de la cholestérogenèse. Le desmostérol 
agit aussi sur la cholesterogenèse en empêchant la maturation de SREBP-2 qui active 
l’expression d’enzyme cholestérogéniques comme HMGCR 327. Par conséquent, le 
déroulement correct de la cholestérogenèse est contrôlé par des produits intermédiaires 
capables d’exercer un rétrocontrôle négatif sur la cholestérogenèse ou de réguler des senseurs 
du métabolisme des stérols comme les SREBPs et les LXRs.  
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Figure 38 : La voie de dérivation de la cholestérogenèse (Shunt pathway) 118. La voie de biosynthèse du 
cholestérol peut suivre une dérivation (shunt pathway) au niveau de la MOS, dont le produit final est le 24(S),25-
epoxycholesterol. MOS : 2,3(S)-monooxydosqualene ; DOS : 2,3(S);22(S),23-diépoxysqualene ; SE : Squalene 
Epoxidase ; DHCR24 : Cholesterol Δ24 Reductase. 
 
Le précurseur du lanostérol, le 2,3(S)-monooxydosqualene (MOS), peut suivre deux voies 
métaboliques différentes (Figure 38). Le MOS peut continuer la cholestérogenèse après 
transformation en lanostérol par l’oxydosqualene cyclase ou lanostérol synthase (LSS) pour 
finalement générer le cholestérol. Le MOS peut aussi emprunter une voie alternative, après 
transformation en 2,3(S);22(S),23-diépoxysqualene par la squalene monooxygenase ou 
squalene epoxydase (SE) suivi de plusieurs réactions enzymatiques parallèles à la 
cholestérogenèse mais dont le produit final est le 24(S),25-epoxycholestérol (24,25-EC) 328. 
Une inhibition de la LSS favorise l’emprunt de cette voie métabolique alternative en 
provoquant une accumulation de MOS qui peut alors facilement être pris en charge par la SE, 
ce qui augmente la production de 24,25-EC 329, 330. Ainsi, le 24,25-EC est un oxysterol qui ne 
dérive pas du cholestérol 331. Dans la cellule, comme d’autres oxystérols le 24,25-EC inhibe la 
cholestérogenèse et favorise l’efflux de stérols 118. Premièrement, le 24,25-EC est capable 
d’inhiber Insig qui est une protéine nécessaire à la maturation et l’activation des SREBPs dont 
SREBP-2. L’inhibition de SREBP-2 a pour conséquence d’inhiber la cholestérogenèse ainsi 
que l’entrée de cholestérol exogène par le LDLR. Deuxièmement, le 24,25-EC adresse 
n alcool avec unasome ce qui a pour conséquence d’empêcher l’initiation de la 
cholestérogenèse. Troisièmement, le 24,25-EC est un des oxystérols qui présente la meilleure 
affinité pour les LXRs, et grâce à l’augmentation de l’expression d’ABCA1 il permet l’efflux 
de stérols accumulés dans la cellule 332. Plusieurs oxystérols dont le 24,25-EC sont capables 
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d’inhiber l’expression de deux enzymes cholestérogéniques : la squalene synthase (FDFT1) et 
la lanostérol 14α-deméthylase (CYP51A1), en activant LXRα ce qui renforce leur action 
d’inhibition de la cholestérogenèse 190. En étant produit en même temps que le cholestérol, le 
24,25-EC aurait un rôle de régulation rapide de l’activité de la cholestérogenèse pour 
empêcher une accumulation de cholestérol toxique pour la cellule 331, 333. L’importance de ce 
rôle a été confirmée dans une étude où les auteurs ont surexprimé la LSS pour empêcher la 
synthèse de 24,25-EC. La surexpression de la LSS conduit à une accumulation forte de 
cholestérol corrélée avec une activité de biosynthèse de cholestérol fortement accrue 334. Cela 
place le 24,25-EC comme un oxystérol majeur pour la régulation de la cholestérogenèse.  
2.1.2.3) Ciblage pharmacologique de la cholesterogenèse 
L’une des principales causes de l’athérosclérose est l’hypercholestérolémie puisqu’une forte 
concentration de cholestérol dans le sang favorise la formation de la plaque athéromateuse sur 
la paroi des artères responsable de l’athérosclérose 321, 335. Les sources alimentaires de 
cholestérol  apportent environ 337 mg de cholestérol par jour alors que l’ensemble des 
cellules nucléées de l’organisme en produisent 1000 mg par jour 335. Pour réduire le taux de 
cholestérol sanguin la cholestérogenèse est donc une cible pharmacologique de choix. La 
cible pharmacologique la plus connue de la cholesterogenèse est l’HMGCR qui est inhibée 
par les statines telles que la lovastatine et la simvastatine (Figure 39A), mais qui est aussi 
l’enzyme la plus régulée de la cholestérogenèse dans la cellule. Les statines ont prouvé leur 
efficacité clinique puisqu’elles permettent de réduire de 23% l’incidence des maladies cardio-
vasculaires 335. Etant donné que la voie métabolique du mévalonate, initiée par la production 
de mévalonate par l’HMGCR, génère des précurseurs pour des voies métaboliques différentes 
de la cholestérogenèse, les statines ont des effets secondaires indépendants de l’inhibition de 
la production de cholestérol 323. Le ciblage d’étapes plus en aval dans la cholestérogenèse, par 
exemple des étapes post-lanostérol, pourrait être une alternative thérapeutique aux statines. 
Par exemple, les LXRs sont capables d’inhiber l’enzyme CYP51A1 qui catalyse une étape 
post-lanostérol dans la cholestérogenèse grâce à un LXRE négatif sur son promoteur 190. Cela 
pourrait motiver le développement de ligands des LXRs qui répriment l’expression de 
CYP51A1. Le resveratrol qui est un stérol naturel retrouvé dans le raisin et qui a des effets 
athéro-protecteurs est un inhibiteur non compétitif de la squalene epoxydase 336 et il inhibe 
l’expression de l’HMGCR 337, 338. L’émopamil qui est un antagoniste du calcium utilisé contre 
l’ischémie est un ligand de l’Emopamil-Binding Protein qui est la cholestérol-Δ8,Δ7-
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isomérase (D8D7I), une enzyme de la cholestérogenèse qui catalyse la transformation du 
zymostenol en lathosterol 339.  
 
Figure 39 : Ciblage pharmacologique de la cholestérogenèse.  A. Les statines inhibent la cholestérogenèse en 
inhibant l’HMG-CoA réductase. B. Les ligands d’AEBS inhibent plusieurs étapes de la cholestérogenèse 93. 
D8D7I = 3β-hydroxycholestérol-Δ8, Δ7-isomérase ; DHCR7 = 7-déshydrocholestérol réductase ; DHCR24 : 
cholesterol Δ24 Reductase ; C5DS : cholesterol Δ5 Desaturase. 
 
 
Les ligands de l’Anti-Estrogen Binding Site (AEBS), dont le tamoxifene fait partie, sont des 
inhibiteurs de D8D7I (Figure 39B). Ils provoquent une accumulation des substrats de 
l’enzyme, le zymostenol et le zymosterol. D8D7I et une autre enzyme cholestérogénique, la 
7-Déshydrocholestérol Réductase (DHCR7) forment le site AEBS. Certains ligands d’AEBS 
sont aussi des inhibiteurs de DHCR7, ce qui provoque une accumulation de 7-
déshydrocholestérol, et des antioestrogènes comme le 4-hydroxytamoxifene et le RU-39411 
sont des inhibiteurs de la 24-Déshydrocholestérol Réductase (DHCR24) et ils induisent une 
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accumulation de desmostérol 93, 115. Les stérols intermédiaires de la cholestérogenèse qui 
s’accumulent sous l’effet inhibiteur des ligands d’AEBS à des concentrations cytotoxiques 
induisent une autophagie cytoprotectrice dans des cellules cancéreuses mammaires et leur 
oxydation provoque la mort cellulaire 117, 340. L’oxydation des stérols intermédiaires 
accumulés sous l’action des ligands d’AEBS à plus faible concentration induit aussi la 
différenciation cellulaire de cellules cancéreuses mammaires 116. Cela montre que des dérivés 
oxydés de stérols intermédiaires provenant de la cholestérogenèse peuvent avoir des effets 
cellulaires complexes qu’il serait intéressant de caractériser. 
2.1.3) Les flux de stérols dans l’organisme 
L’alimentation apporte une quantité importante de stérols de nature variée à l’organisme. 
L’organisme met en place des programmes physiologiques de régulation de l’assimilation et 
de l’élimination des stérols dans lesquels les LXRs interviennent pour contrôler la quantité et 
la distribution des stérols dans les organes (Figure 40). 
 
Figure 40 : Contrôle du métabolisme des stérols par les LXRs dans l’organisme 160. Les LXRs contrôlent 
l’absorption de cholestérol par l’intestin, le catabolisme du cholestérol au niveau du foie et les flux de cholestérol 
entre le foie et les tissus périphériques. LXR : Liver X Receptor ; SREBP-1c : Sterol Regulatory Element 
Binding Protein 1c ; CYP7A1 : Cytochrome 7A1 ; HDL : High Density Lipoprotein ; LDL : Low Density 
Lipoprotein ; VLDL : Very Low Density Lipoprotein ; RXR : Retinoid X Receptor ; LXRE : LXR Response 
Element ; ABC : ATP-Binding Cassette transporters. 
2.1.3.1) Absorption intestinale du cholestérol 
Les stérols provenant de l’alimentation sont absorbés au niveau des entérocytes qui sont les 
cellules épithéliales de l’intestin (Figure 41). L’absorption des stérols par l’intestin est limitée 
‐117‐ 
 
par des ABC transporteurs au niveau des entérocytes qui effluent les stérols dans la lumière 
intestinale, ce qui participe à l’élimination d’un excès de stérols provenant de la diète 318. Les 
stérols végétaux, dont le plus abondant dans l’alimentation est le β-sitostérol, sont aussi 
efflués par les entérocytes dans la lumière intestinale, ce qui empêche leur absorption. Cet 
efflux est effectué par les demi-ABC transporteurs ABCG5 et ABCG8 qui fonctionnent en 
hétérodimère 318.  
 
Figure 41 : Mécanisme de l’absorption intestinale du cholestérol 300. Le cholestérol de la diète est absorbé par 
les entérocytes bordant la lumière intestinale. NPC1L1 (Niemann Pick Type C Like 1) participe à l’entrée de 
cholestérol dans les entérocytes alors qu’ABCG5 et ABCG8 effluent le cholestérol dans la lumière intestinale ce 
qui diminue son absorption par l’intestin. Le cholestérol est intégré dans des particules lipoprotéiques appelées 
chylomicrons qui sont exportés vers le foie par la circulation lymphatique qui draine les villi intestinaux. ABC : 
ATP-Binding Cassette transporters ; ER : Endoplasmic Reticulum ; MTP : Microsomal Triglyceride transfert 
Protein ; ACAT2 : Acyl CoA : Acyl cholesterol Transferase. 
 
Une mutation congénitale de l’un de ces demi-transporteurs de stérols provoque la 
sitostérolémie qui est caractérisé par une hypercholestérolémie, une athérosclérose précoce et 
une accumulation de β-sitostérol dont l’absorption n’est pas empêchée 341. Les LXRs régulent 
activement l’absorption de stérols au niveau de l’intestin puisque des agonistes des LXRs sont 
capables de limiter l’absorption du cholestérol en augmentant considérablement l’expression 
du transporteur ABCA1 dans l’intestin 342. Au niveau de l’intestin, ABCA1 contribue à limiter 
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l’absorption du cholestérol 307, 343. Les LXRs régulent aussi l’expression d’ABCG5 et 
d’ABCG8, ce qui leur permet de contrôler l’absorption intestinale des stérols végétaux 344. Le 
transporteur intracellulaire NPC1L1 participe activement à l’absorption des stérols par 
l’intestin, comme le montre son invalidation génétique par knock-out qui réduit de 69% 
l’absorption de cholestérol chez la souris 345. Des agonistes synthétiques des LXRs répriment 
l’expression de NPC1L1 ce qui pourrait participer au contrôle physiologique de l’absorption 
de cholestérol par les LXRs 346. 
2.1.3.2) Export de cholestérol du foie vers les cellules périphériques 
Le cholestérol et les triglycérides provenant de l’absorption intestinale sont captés au niveau 
du foie dans des chylomicrons (CMR) (Figure 42). Les hépatocytes sécrètent ensuite le 
cholestérol et les triglycérides dans des particules VLDL assemblées dans le réticulum 
endoplasmique par la protéine microsomale de transfert des triglycérides (MTP) 300.  
 
Figure 42 : Gestion du cholestérol par le foie 300. Les hépatocytes captent le cholestérol circulant dans des 
HDLs (High Density Lipoprotein) et des LDLs (Low Density Lipoprotein) grâce aux récepteurs SRB1 
(Scavenger Receptor B1) et LDLR (LDL Receptor) respectivement. Le cholestérol peut ensuite être excrété dans 
les canaux biliaires par ABCG5/ABCG8 pour l’élimination du cholestérol. Le cholestérol peut aussi être adressé 
au réticulum endoplasmique et être incorporé à l’apolipoprotéine B pour former des VLDL (Very Low Density 
Lipoprotein) qui sont exportés dans la circulation sanguine vers les tissus périphériques. Les hépatocytes peuvent 
stocker le cholestérol dans des goutelettes lipidiques.CMR : chylomicron ; ER : Endoplasmic Reticulum ; MTP : 
Microsomal Triglyceride transfert Protein ; NPC : Niemann Pick Type C. 
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LXRα régule cette étape puisque son activation provoque une augmentation de la sécrétion de 
lipoprotéines contenant l’apolipopotéine B (ApoB) qui constitue les VLDLs. Cette 
augmentation semble liée à l’augmentation de l’expression d’ApoB ainsi qu’à la stimulation 
de la lipogenèse par les LXRs qui stimule la production de triglycérides favorables à la 
constitution des VLDL 347. Les VLDLs sont ensuite transportés par la circulation sanguine 
jusqu’aux tissus périphériques. Dans la circulation sanguine, les VLDLs peuvent être maturés 
en LDL sous l’action de la Lipoprotéine Lipase (LPL) dont l’expression est stimulée par les 
LXRs 348. Les VLDLs et les LDLs sont ensuite reconnus par leur récepteur respectif VLDLR 
et LDLR exprimés à la surface des cellules des tissus périphériques 349. La stabilité de ces 
récepteurs, et par conséquent l’entrée cellulaire de lipides provenant des VLDLs et des LDLs 
est contrôlée par Idol qui est sous le contrôle transcriptionnel des LXRs 301, 350. Les LXRs 
régulent donc plusieurs étapes du transport du cholestérol du foie vers les tissus périphériques, 
et en particulier la captation du cholestérol et des triglycérides au niveau des tissus 
périphériques. 
2.1.3.3) Transport inverse du cholestérol 
Le transport inverse du cholestérol achemine le cholestérol des tissus périphériques vers le 
foie suivi de l’élimination du cholestérol par le foie (Figure 43).  
 
Figure 43 : Le transport inverse du cholestérol 300. Les cellules des tissus périphériques effluent le cholestérol 
vers des apolipoprotéines qui maturent en HDLs (High Density Lipoprotein). Les HDLs sont transportés par la 
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circulation sanguine et ils peuvent être captés par la glande adrénale et par le foie qui sont deux tissus exprimant 
SRB1 qui est le récepteur des HDLs. Dans la glande adrénale, le cholestérol ainsi capté peut intégrer la voie de 
la stéroïdogenèse pour la production d’hormones stéroïdiennes. Dans le foie, le cholestérol peut être éliminé par 
excrétion dans les canaux biliaires. SRB1 : Scavenger Receptor B1 ; LCAT : Lecithin cholesterol 
AcylTransferase ; CEH : Cholesterol Ester Hydrolase. 
L’élimination du cholestérol au niveau hépatique peut se faire soit par le catabolisme du 
cholestérol en acides biliaires qui sont ensuite sécrétés dans la lumière intestinale, soit il se 
fait par l’efflux de cholestérol dans les canaux biliaires qui transportent le cholestérol présent 
dans la bile dans la lumière intestinale suivi de son excrétion.  LXRα en particulier est 
essentiel au fonctionnement correct du transport inverse du cholestérol au niveau du foie. Un 
knockout de LXRα provoque une forte augmentation du volume du foie, appelée 
hépatomégalie, causée par une accumulation d’esters de cholestérol. Le cholestérol 
s’accumule dans le foie des souris LXRα-/- en raison d’une incapacité du foie à éliminer le 
cholestérol dans la bile ainsi qu’à métaboliser le cholestérol en acides biliaires, ce qui 
provoque son stockage sous forme d’esters de cholestérol 351. Une invalidation du gène codant 
LXRβ ne provoque pas de perturbation du métabolisme hépatique du cholestérol 352. Cela 
suggère que dans le foie, LXRα parvient à compenser une perte de LXRβ. Les souris LXRα-/- 
ont un métabolisme hépatique du cholestérol fortement perturbé qui suggère une absence de 
compensation fonctionnelle par LXRβ. Malgré tout, LXRβ compense en partie la perte de 
LXRα puisque les souris LXRα-/-/LXRβ-/- ont un phénotype hépatique plus grave que les 
souris LXRα-/- 313. Par conséquent, les souris knockout et double knockout pour les LXRs ont 
permis de démontrer que les LXRs régulent de façon essentielle le transport inverse du 
cholestérol avec un rôle prédominant de LXRα au niveau hépatique.  
Au niveau des tissus périphériques, l’efflux cellulaire de cholestérol par les transporteurs 
ABCA1 et ABCG1 induit la formation de particules HDLs grâce à la fixation du cholestérol 
par des apolipoprotéines extracellulaires comme ApoE. Comme nous l’avons vu dans la partie 
2.1.1.2), ces protéines intervenant dans l’efflux du cholestérol sont transcriptionnellement 
régulées par les LXRs. Après leur formation, les particules HDLs peuvent subir une 
modification de leur composition par des enzymes de remodelage dont l’expression est 
régulée par les LXRs, telles que la protéine de transfert de phospholipides (PLTP) 353, la 
protéine de transfert d’esters de cholestérol (CETP) 354 ou la lipase des lipoprotéines (LPL) 
348. Le remodelage des lipoprotéines par l’activation des LXRs faciliterait le transport inverse 
du cholestérol des tissus périphériques vers le foie 295. Les particules HDLs transportent le 
cholestérol jusqu’aux hépatocytes présents dans le foie où elles se lient au récepteur SR-B1 
(Scavenger Receptor-B1) dont l’expression est régulée par LXRα 355. Le cholestérol 
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provenant des HDLs peut alors être récupéré par les hépatocytes 349. Les hépatocytes gèrent 
ensuite le cholestérol provenant des particules HDLs en le catabolisant en acides biliaires ou 
en l’effluant dans la lumière des canaux biliaires. La sécrétion biliaire du cholestérol occupe 
une position essentielle pour le transport inverse du cholestérol 356. ABCA1, ABCG5 et 
ABCG8 sont exprimés dans le foie où ils éliminent le cholestérol dans la bile 357.  Les LXRs 
régulent l’expression de ces trois transporteurs dans les hépatocytes mais seuls ABCG5 et 
ABCG8 sont importants pour l’élimination biliaire du cholestérol après activation des LXRs 
344, 357-359. La catabolisation du cholestérol en acides biliaires fait intervenir plusieurs enzymes 
parmi lesquelles CYP7A1 catalyse la réaction limitante de cette voie catabolique. Chez des 
souris subissant une diète riche en cholestérol, les LXRs stimulent l’expression de CYP7A1 
ce qui stimule la transformation du cholestérol en acides biliaires 351. Cela rend les souris 
particulièrement résistante à l’hypercholestérolémie provoquée par ce régime alimentaire. 
Chez l’Homme, les LXRs ne régulent pas l’expression de CYP7A1 à cause d’une perte de 
l’élément de réponse des LXRs dans le promoteur humain de CYP7A1, ce qui pourrait rendre 
l’Homme plus sensible à l’hypercholestérolémie causée par une alimentation riche en 
cholestérol par rapport aux rongeurs 360, 361.  
2.1.4) La métabolisation des stérols 
2.1.4.1) Oxydation des stérols 
Dans l‘organisme, la concentration des oxystérols est très fortement inférieure à celle du 
cholestérol. L’oxydation des stérols peut avoir lieu spontanément dans les cellules sous 
l’action d’espèces oxygénées réactives qui provoquent l’autoxydation du cholestérol. 
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Figure 44 : Exemples d’oxydation enzymatique du cholestérol 362. Les oxystérols peuvent être formés par 
l’autoxydation du cholestérol ou par  l’oxydation enzymatique du cholestérol comme le montre cette illustration. 
L’autoxydation des stérols a principalement lieu sur le cycle B du cholestérol sur le carbone 7 
ce qui génère du 7-cétocholestérol ou du 7-hydroxycholestérol 118. L’oxydation des stérols 
peut être effectuée par des enzymes de la famille des cytochromes P450 (Figure 44). 
L’enzyme CYP3A4 produit du 4β-hydroxycholestérol, CYP7A1 oxyde le cholestérol en 7α-
hydroxycholestérol qui est un précurseur de la biosynthèse des acides biliaires, CYP46 est 
responsable de la production de 24(S)-hydroxycholestérol, CYP27A1 catalyse l’oxydation du 
cholestérol en 27-hydroxycholestérol et CYP11A1 produit le 20(S)-hydroxycholestérol et le 
22(R)-hydroxycholestérol 363. En revanche, l’oxydation enzymatique du cholestérol en 25-
hydroxycholestérol est catalysée par la 25-hydroxylase qui n’appartient pas à la famille des 
cytochromes P450. Comme nous l’avons vu dans la partie 2.1.2.2), la biosynthèse du 24,25-
EC est particulière puisque cet oxystérol est produit au cours de la voie alternative de la 
cholestérogenèse 118, 331. Plusieurs oxystérols comme le 24,25-EC ont la capacité d’inhiber la 
cholestérogenèse en provoquant la dégradation de l’HMGCR par le protéasome 118. Des 
oxystérols inhibent la maturation des SREBPs ce qui conduit aussi à une inhibition de la 
cholesterogenèse. Enfin, les oxystérols sont des ligands des LXRs ce qui contribue à 
l’homéostasie des stérols dans la cellule. Cependant, la pertinence physiologique des 
mécanismes d’action des oxystérols actuellement décrits est ambiguë. En effet, les 
concentrations en oxystérols généralement utilisées pour décrire leurs rôles biologiques sont 
largement supérieures aux concentrations retrouvées dans les tissus et le plasma 118, 364.  Pour 
les LXRs, la majorité des études n’utilisent pas les oxystérols connus pour se lier et activer les 
LXRs. Des agonistes synthétiques de forte affinité pour ces récepteurs, tels que le T0901317 
et le GW3965 leur sont préférés. Cependant, les activités décrites avec les ligands 
synthétiques ne reflètent peut-être pas les activités des oxystérols sur les LXRs aux 
concentrations physiologiques auxquelles ils sont retrouvés. Une étude a montré que des 
oxystérols sont des modulateurs des LXRs en surexprimant la sulfotransferase SULT2B1 qui 
sulfate les stérols en C3 ce qui, d’après les auteurs, inactive les oxystérols vis-à-vis des LXRs 
263. Sa surexpression empêche l’activation des LXRs par le 24,25-EC mais pas par le 
T0901317 qui, contrairement au 24,25-EC, n’est pas sulfaté par SULT2B1. Les auteurs ont 
ensuite utilisé un modèle de souris qui ne produit pas de 24(S)-hydroxycholestérol, du 25-
hydroxycholestérol ni du 27-hydroxycholestérol, des ligands des LXRs, à cause d’une 
inactivation génétique des enzymes produisant ces oxystérols à partir du cholestérol. Dans ce 
modèle, contrairement au modèle de souris sauvage, une alimentation riche en cholestérol 
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n’active pas tous les gènes cibles des LXRs testés ce qui suggère que les oxystérols dont la 
production est inactivée font partie des activateurs des LXRs in vivo 263. Peu d’enzymes 
produisant des oxystérols ont été décrites pour être sous le contrôle des LXRs : CYP7A1 qui 
génère un précurseur des acides biliaires, le 7α-hydroxycholestérol, et CYP27 qui produit le 
27-hydroxycholestérol qui est un ligand des LXRs 365. L’intérêt d’étudier les régulations 
possibles par les LXRs d’autres enzymes qui oxydent le cholestérol ou d’enzymes impliquées 
dans le métabolisme oxydatif est fort puisque ces enzymes pourraient contribuer à une 
régulation pré-récepteur des LXRs. Leur régulation par les LXRs pourrait constituer un 
rétrocontrôle de l’activité de ces récepteurs. 
2.1.4.2) Estérification des stérols 
Les stérols sont estérifiés par les enzymes ACATs (Acyl-coenzyme A : Cholestérol 
Acyltransférase 1) qui sont localisées dans la membrane du réticulum endoplasmique. 
L’estérification des stérols génère des gouttelettes lipidiques dans la cellule qui sont des 
vésicules contenant des esters de cholestérol. Les stérols sont estérifiés sur la fonction alcool 
en C3 par l’enzyme ACAT1 exprimée dans de nombreux tissus et l’enzyme ACAT2 exprimée 
spécifiquement dans le foie et l’intestin. Ces enzymes greffent un acide gras insaturé comme 
l’acide oléique sur les stérols 366. L’enzyme Stearoyl CoA Desaturase 1 (SCD1) catalyse une 
insaturation en C9 sur les acides gras ce qui permet la formation d’acide oléique et d’acide 
linoléique. Une perte de cette enzyme provoque une incapacité à former des esters de 
cholestérol ce qui montre que l’insaturation des acides gras est essentielle à l’estérification du 
cholestérol 317.  
 
Figure 45 : Inhibition de l’estérification du cholestérol par le tamoxifène 115. L’enzyme d’estérification du 
cholestérol ACAT (Acyl CoA : Acyl cholesterol Transferase) est une cible du Tam (tamoxifène) qui inhibe son 
activité enzymatique.  
Le tamoxifène partage un pharmacophore commun avec le Sah-58035 qui est un inhibiteur 
des ACATs 367. Cette homologie structurale conduit à une pharmacologie commune  entre ces 
deux molécules puisque le tamoxifène qui est un SERM est capable d’inhiber ACAT et par 
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conséquent l’estérification du cholestérol (Figure 45) 367, alors que le Sah-58035 qui est un 
inhibiteur des ACATs est un agoniste du récepteur des oestrogènes 368. L’inhibition de 
l’estérification du cholestérol par le tamoxifène pourrait expliquer ses effets athéro-
protecteurs. En effet, l’accumulation d’esters de cholestérol dans les macrophages les 
transforme en cellules spumeuses qui sont responsables de la formation de la plaque 
athéromateuse 367. Les esters de cholestérol sont retransformés en cholestérol par des 
Cholesteryl Ester Hydrolases (CEH) et cette transformation est nécessaire pour l’efflux de 
cholestérol par les ABC transporteurs de la cellule 369. Les esters de cholestérols n’ont jamais 
été décrits comme des ligands des LXRs. La fonction alcool en C3 est importante à la liaison 
des oxystérols sur les LXRs 154. L’estérification engage cette fonction alcool avec un acide 
gras ce qui suggère que les esters de cholestérol ne peuvent pas se lier aux LXRs. 
L’estérification pourrait être un moyen d’inactiver des ligands potentiels des LXRs ou 
d’empêcher la génération de ligands des LXRs mais jusqu’à présent cela n’a pas été étudié. 
Actuellement, c’est la sulfatation des oxystérols qui est considérée comme un moyen 
d’inactivation des ligands naturels des LXRs 263, 264. 
2.1.4.3) Sulfatation des stérols 
Les stérols peuvent être sulfatés sur leur hydroxyle en C3 par des Stéroïdes Sulfotransférases 
(SULT) qui sont localisées dans le cytosol. Certains oxystérols peuvent être sulfatés sur un 
autre hydroxyle comme c’est le cas du 24-hydroxycholestérol qui peut être sulfaté en C3, en 
C24 ou sur les deux carbones ce qui forme un oxystérol disulfate 261. La stéroïde 
sulfotransférase SULT2B1 sulfate le cholestérol mais aussi des oxystérols tels que le 
cholestérol-5,6-époxyde et le 25-hydroxycholestérol 370. Dans la littérature, il a été montré que 
les LXRs contrôlent l’expression de SULT2B1 371 ce qui permettrait d’inhiber 
physiologiquement l’activation des LXRs par des oxystérols en les sulfatant et ainsi établir un 
rétrocontrôle négatif des LXRs. En effet, la sulfatation des oxystérols est considérée comme 
étant inactivatrice des ligands naturels des LXRs 263, 264. Cependant, la modulation des LXRs 
par des sulfates d’oxystérols a été décrite par plusieurs groupes qui montrent que ces 
oxystérols agissent comme des antagonistes sur les LXRs malgré l’absence de démonstration 
d’une liaison directe de ces sulfates d’oxystérols sur les LXRs 258, 260, 261. Cela suggère que la 
sulfatation des oxystérols ne les inactive pas mais plutôt change leur classe pharmacologique : 
les oxystérols sont des agonistes partiels des LXRs alors que leurs analogues sulfatés sont des 
antagonistes. La sulfatation des oxystérols pourrait donc avoir un rôle physiologique 
important via les LXRs autre qu’une simple inactivation des ligands des LXRs. La sulfatation 
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ne peut pas se faire sur les esters de stérols étant donné que l’estérification des stérols est aussi 
effectuée en C3, ce qui veut dire que l’estérification ou la sulfatation sont mutuellement 
exclusives. Toutefois, l’existence d’un oxystérol sulfaté sur un autre hydroxyle que celui en 
C3, comme le 24-hydroxycholestérol-24-sulfate, n’exclut pas qu’il soit estérifié en C3 mais 
cela reste à montrer. Les sulfates de stérols peuvent être désulfatés par les Steroïde Sulfatases 
(STS) qui effectuent l’action inverse des SULTs 372. L’activité de ces deux familles 
d’enzymes détermine le rapport entre les formes sulfatées et non sulfatées de stéroïdes ce qui 
permet de réguler leur activité biologique. La sulfatation des stéroïdes est généralement 
associée à leur inactivation, comme c’est le cas pour la sulfatation des oestrogènes qui les 
inactivent vis-à-vis du récepteur des oestrogènes. Par conséquent, la désulfatation est un 
moyen d’activer des stéroïdes sulfates présents dans la cellule. Par exemple, une suractivation 
de STS dans des cellules oestrogéno-dépendantes est associée à une stimulation de la 
signalisation des oestrogènes grâce à la désulfatation des oestrogènes sulfates 373. Cela est 
aussi le cas pour les androgènes et la signalisation androgénique. L’action des STS sur les 
cellules hormono-dépendantes a une relevance pharmacologique puisqu’elle motive le 
développement d’inhibiteurs de STS utilisés en thérapie anti-cancéreuse contre des cancers 
hormono-dépendants 373. Le rôle des STS sur la signalisation des LXRs n’a jamais été 
regardé, pourtant sa caractérisation serait complémentaire de la mise en évidence du rôle de 
SULT2B1 in vivo sur l’activité des LXRs 263. Cependant, il faudrait d’abord établir si la STS 
est impliquée dans la désulfatation des oxystérols sulfatés. 
2.1.5) Métabolisme des hormones stéroïdiennes 
2.1.5.1) La stéroïdogenèse 
La signalisation endocrinienne régulée par les hormones stéroïdiennes est essentielle au cours 
du développement et pour l’homéostasie en général. La synthèse des hormones stéroïdiennes 
s’appelle la stéroïdogenèse et elle a lieu dans les tissus stéroïdogéniques c'est-à-dire 
principalement dans les gonades et la glande adrénale (Figure 46) 374. 
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Figure 46 : La stéroïdogenèse 374. La stéroïdogenèse est responsable de la production des hormones 
stéroïdiennes à partir du cholestérol. Parmi ces hormones, on compte la progestérone, les androgènes, les 
oestrogènes, les glucocorticoïdes et les minéralocorticoïdes. CYP : Cytochrome ; HSD : HydroxySteroid 
Deshydrogenase ; P450scc : Cytochrome P450 side chain cleavage. 
 
 Cinq classes d’hormones stéroïdiennes existent : les androgènes (testostérone), les 
oestrogènes (oestradiol), la progestérone, les glucocorticoïdes (cortisol) et les 
minéralocorticoïdes (aldostérone). Ces hormones sont capables d’activer leurs récepteurs 
nucléaires respectifs : le récepteur des androgènes (AR), le récepteur des oestrogènes (ER), le 
récepteur de la progestérone (PR), le récepteur des glucocorticoïdes (GR), et le récepteur des 
minéralocorticoïdes (MR) 162, 375. Le cholestérol  sert à la synthèse des hormones 
stéroïdiennes, le métabolisme du cholestérol des tissus stéroïdogéniques est donc adapté à 
cette activité de biosynthèse. Le cholestérol nécessaire à la stéroïdogenèse provient de 
plusieurs sources. La première source est la cholestérogenèse dans le réticulum 
endoplasmique. La cellule peut aussi mobiliser ses réserves de cholestérol en hydrolysant les 
esters de cholestérol des gouttelettes lipidiques grâce à l’action de CEHs. Les cellules des 
tissus stéroïdogéniques sont capables de capter des LDLs ainsi que des HDLs puisqu’elles 
expriment le LDLR et le SR-BI qui apportent du cholestérol provenant du foie via les LDLs 
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mais aussi provenant du transport inverse du cholestérol via les HDLs 374. La première étape 
de la stéroïdogenèse est effectuée dans la mitochondrie qui est un organite contenant peu de 
cholestérol. Le cholestérol est apporté au niveau de la membrane interne mitochondriale grâce 
à la protéine StAR (Steroidogenic Acute Regulatory) qui est impliquée dans le transport du 
cholestérol de la membrane externe mitochondriale à la membrane interne 299. Dans la 
membrane interne mitochondriale, l’enzyme CYP11A1 ou P450SCC (P450 Side Chain 
Cleavage) catalyse la première réaction de la stéroïdogenèse qui est aussi l’étape limitante de 
la stéroïdogenèse et elle génère la pregnenolone à partir du cholestérol en clivant sa chaine 
latérale 300. La pregnenolone est le précurseur des hormones stéroïdiennes qui sont 
synthétisées sous l’action d’enzymes présentes dans le réticulum endoplasmique lisse, et dans 
la mitochondrie pour la synthèse des corticostéroïdes (glucocorticoïdes et 
minéralocorticoïdes) 374. 
2.1.5.2) Régulation du métabolisme des hormones stéroïdiennes 
La biosynthèse des hormones stéroïdiennes est principalement régulée par des hormones 
peptidiques. La corticotrophine (ACTH : adrenocorticotropic hormone) stimule la production 
de corticostéroïdes, l’hormone folliculo-stimulante (FSH) contrôle la biosynthèse de la 
progestérone et des oestrogènes et l’hormone lutéinisante (LH) régule la biosynthèse de la 
progestérone et des androgènes dans des cellules stéroïdogéniques spécialisées 374. La 
métabolisation des hormones stéroïdiennes est aussi un moyen de contrôler leur activité 
(Figure 47). Par exemple, la sulfatation des stéroïdes est fréquemment utilisée pour les 
inactiver comme nous l’avons vu dans la partie 2.1.4.3). Les oestrogènes peuvent être sulfatés 
par l’oestrogène sulfotransférase (EST ou SULT1E1) qui les inactive 376, et les androgènes 
sont sulfatés par SULT2A1, ce qui les inactive aussi 377. D’autres enzymes provoquent des 
modifications structurales mineures qui inactivent les hormones stéroïdiennes, comme c’est le 
cas de la 11β-Hydroxystéroïde Déshydrogénase type 2 (HSD11B2) qui convertit le cortisol, 
qui est un agoniste de GR, en cortisone chez l’homme ou en corticostérone chez la souris, qui 
sont des glucocorticoïdes inactifs vis-à-vis de GR. Le transporteur StAR est une cible majeure 
de la réponse stéroïdogénique aigüe provoquée par des hormones peptidiques qui induisent 
une forte expression de la protéine StAR pour stimuler rapidement la production d’hormones 
stéroïdiennes 378.  
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Figure 47 : Régulation du métabolisme des hormones stéroïdiennes par les LXRs (A) et par des récepteurs 
nucléaires (B) 379. Les récepteurs nucléaires contrôlent le métabolisme des hormones stéroïdiennes, ce qui 
constitue aussi un contrôle de l’activité des récepteurs nucléaires qui lie des hormones stéroïdiennes, leurs 
précurseurs ou leurs dérivés. StAR : Steroidogenic Acute Regulatory ; EST : Estrogen Sulfotransferase ; SULT : 
Steroid Sulfotransferase ; HSD : HydroxySteroid Deshydrogenase ; STS : Steroid Sulfatase. 
 
Cummins et al.a montré que le T0901317, un agoniste synthétique pur des LXRs, augmente 
in vivo la synthèse de glucocorticoïdes par la glande adrénale. Le T0901317 stimule 
l’expression de StAR, CYP11A1 et la 3β-Hydroxystéroïde Déshydrogénase (3β-HSD) 
responsables de la synthèse d’hormones stéroïdiennes, et StAR est un gène cible de LXRα 380. 
Une étude de Nilsson et al. a montré des résultats contraires sur des cellules humaines de la 
glande adrénale en culture où un traitement par le GW3965, un agoniste partiel des LXRs, 
inhibe la stéroïdogenèse 381. Cette différence pourrait être due au fait que Cummins et al. ont 
utilisé le T0901317 sur des animaux et sur des cellules de la glande adrénale en culture, alors 
que Nilsson et al. ont traité les cellules de la glande adrénale avec le GW3965. Le T0901317 
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et le GW3965 ont une pharmacologie différente puisque le premier est un agoniste pur alors 
que le deuxième est un agoniste partiel. Ils n’induisent pas le même profil transcriptionnel à 
cause d’une différence au niveau du recrutement des corégulateurs transcriptionnels 277 qui 
peut expliquer la stimulation de l’expression de StAR par le T0901317 contrairement au 
GW3965 qui l’inhibe. Aussi, Cummins et al. utilisent des cellules adrénales de souris alors 
que Nilsson et al. observent leurs effets sur des cellules adrénales humaines, la différence 
entre les deux études peut donc être expliquée par des divergences entre l’Homme et la souris 
379.  Nilsson et al. montrent aussi que le GW3965 et le T0901317 inhibent l’expression de 
HSD11B1 dans la glande pituitaire qui est responsable de l’activation du GR en produisant le 
cortisol. L’activation de GR réprime l’expression de l’ACTH dans la glande pituitaire qui est 
responsable de l’activation de la stéroïdogenèse dans la glande adrénale. HSD11B1 participe 
donc à un rétrocontrôle négatif de la stéroïdogenèse dans la glande adrénale par la glande 
pituitaire en inhibant la production d’ACTH. Par conséquent, la répression de HSD11B1 par 
l’activation des LXRs inhibe ce rétrocontrôle négatif et augmente le taux d’ACTH ce qui 
pourrait stimuler la stéroïdogenèse de la glande adrénale mais cela n’a pas été testé in vivo, et 
le comparatif entre GW3965 et T0901317 n’a été effectué qu’au niveau de la glande pituitaire 
où les deux molécules ont les mêmes effets 381. Une étude a montré que l’activation des LXRs 
par le T0901317 stimule l’expression de la propiomelanocortine qui est un précurseur de 
l’ACTH et qui est un gène cible des LXRs, ce qui pourrait participer à l’augmentation du taux 
d’ACTH 382. 
Les LXRs régulent des enzymes qui métabolisent les hormones stéroïdiennes ou leur 
précurseur (Figure 47). L’enzyme HSD11B1 active indirectement GR en transformant la 
cortisone ou corticostérone en cortisol qui est le ligand de GR. L’activation des LXRs inhibe 
l’expression de HSD11B1 ce qui affecte la signalisation des glucocorticoïdes en empêchant la 
formation de cortisol 211. Les LXRs réguleraient aussi des enzymes de la stéroïdogenèse telles 
que HSD17B2 qui est inhibée par le T0901317 et HSD17B5 qui est activée par le T0901317 
383. Cependant dans cette étude les auteurs n’ont testé que le T0901317 à une concentration de 
10 µM à laquelle il est capable d’activer d’autres récepteurs nucléaires comme PXR, FXR, 
ROR et AR. En l’état actuel, ces régulations ne peuvent pas être assignées aux LXRs sans 
tests supplémentaires plus spécifiques des LXRs. En revanche, il a été clairement établis que 
les LXRs régulent l’expression de la 3β-Hydroxystéroïde Déshydrogénase (3β-HSD ou 
AKR1C4) qui est responsable de l’inactivation des hormones stéroïdiennes dans le foie en les 
réduisant en 3β-hydroxystéroïdes, puisque les hormones stéroïdiennes sont des 3β-
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cétostéroïdes 384. Le T0901317 active l’expression d’AKR1C4 et cela est dépendant de 
l’expression de LXRα ce qui montre que l’effet du T0901317 est bien dépendant des LXRs. 
Les LXRs contrôlent l’expression d’EST (SULT1E1) qui est responsable de l’inactivation de 
l’oestradiol en le sulfatant. L’activation des LXRs inhibe la prolifération oestrogéno-
dépendante de cellules épithéliales utérines. La régulation d’EST par les LXRs a lieu dans le 
foie qui métabolise les oestrogènes et les inactive grâce à l’action d’EST 209. La 
sulfotransférase SULT2A1 est responsable de la détoxification des acides biliaires ainsi que 
de l’inactivation des androgènes en les sulfatant. Les LXRs contrôlent l’expression de 
SULT2A1 385. Une activation génétique ou pharmacologique des LXRs activent son 
expression ce qui conduit à une déprivation en androgènes causée par leur sulfatation par 
SULT2A1 386. En parallèle, les LXRs inhibent l’expression de la Stéroïde Sulfatase (STS) qui 
est responsable de la réactivation des androgènes en les désulfatant. L’inhibition de STS 
empêche les cellules de la prostate de réactiver les androgènes inactivés par SULT2A1. In 
vivo, l’activation des LXRs cause une déprivation en androgène qui empêche la régénération 
de la prostate, ce qui montre que ce mécanisme a une pertinence physiologique. 
 
2.2) Contrôle du métabolisme lipidique 
Lors de la découverte et de la caractérisation du T0901317, les auteurs ont montré que les 
LXRs sont des activateurs de la lipogenèse in vivo (Figure 48) 253. Le T0901317 active 
l’expression de SREBP-1c qui est un facteur de transcription primordial dans le contrôle de la 
lipogenèse. Les LXRs régulent directement l’expression de SREBP-1c en se fixant à deux 
LXREs présents dans le promoteur de SREBP-1c 387. Une alimentation riche en cholestérol 
provoque une stimulation de l’expression de SREBP-1c par les LXRs 388. L’activation basale 
des LXRs est nécessaire à l’expression de SREBP-1c puisque lorsque la synthèse de 
cholestérol est inhibée au niveau de l’HMGCR, l’expression de SREBP-1c est fortement 
diminuée. Son expression est rétablit par l’ajout de mévalonate, de 22(R)-hydroxycholestérol 
ou de T0901317, ce qui montre que la production de ligands endogènes des LXRs est 
nécessaire à l’expression de SREBP-1c 389.  
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Figure 48 : Régulation de la lipogenèse par les LXRs 390. Les LXRs régulent la lipogenèse dans le foie en 
augmentant la production d’acide gras ce qui conduit à une augmentation du taux de triglycérides plasmatique. 
Les récepteurs FXR et PPAR ont une action opposée aux LXRs dans le foie en augmentant le catabolisme des 
acides gras par la β-oxydation. LXR : Liver X Receptor ; SREBP-1c : Sterol Regulatory Element Binding 
Protein 1c ; FAS : Fatty Acid Synthase ; ACC : Acetyl CoA Carboxylase ; SCD1 : Stearoyl CoA Desaturase ; 
FXR : Farnesoid X Receptor ; PPAR : Peroxisome Proliferator-Activated Receptor ; TG : Triglyceride. 
Cela a été confirmé par l’invalidation génétique des LXRs qui provoque une absence 
d’expression de SREBP-1c 253, 391. Aussi, la stimulation de l’expression de SREBP-1c par 
l’insuline est dépendante des LXRs 270. Récemment, un microARN (miRNA) régulant 
l’expression de LXRα humain a été découvert. Il s’agit de hsa-miR-613 qui se lie à une région 
en 3’-UTR (3’-Untranslated Region) de l’ARNm de LXRα et qui inhibe son expression. 
L’expression de hsa-miR-613 est directement stimulée par SREBP-1c ce qui suggère un 
rétrocontrôle négatif de la stimulation de la lipogenèse induite par LXRα par l’extinction de 
son expression 392.  SREBP-1c contrôle l’expression de gènes lipogéniques comme l’acétyl 
coA carboxylase (ACC) qui permet la formation de malonyl coA, qui est le précurseur des 
acides gras, à partir d’acétyl coA, et l’acide gras synthase (FASN : Fatty Acid Synthase) qui 
est responsable de la synthèse de palmitate à partir de malonyl coA. L’expression d’ACC et 
de FASN est aussi sous le contrôle des LXRs ce qui consolide le contrôle de la lipogenèse par 
les LXRs 393, 394. Une étude récente a montré que MIG12 (Midline-1-Interacting G12-like 
protein), qui est un partenaire protéique et un activateur d’ACC, est sous le contrôle des 
LXRs. L’extinction de MIG12 diminue la néosynthèse d’acide gras par des agonistes des 
LXRs ce qui montre que l’activation de MIG12 participe aux effets lipogéniques des LXRs 
395. L’augmentation de la lipogenèse causée par l’activation des LXRs cause une 
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augmentation de la production de VLDL 396 qui sont des particules lipoprotéiques riches en 
triglycérides, et les agonistes des LXRs provoquent une hypertriglycéridémie chez l’animal 
253, 396. Des gènes sous le contrôle des LXRs ont été identifiés pour être responsables de 
l’hypertriglycéridémie causée par les agonistes des LXRs. L’angiopoïétine-like 3 (Angptl-3) 
est un régulateur important du métabolisme lipidique 397 qui est sous le contrôle 
transcriptionnel des LXRs 398. Le traitement de souris Angptl-3-/- par le T0901317 n’induit pas 
d’hypertriglycéridémie ce qui montre l’implication de ce gène dans l’hypertriglycéridémie 
causée par l’activation des LXRs 399. La Stéaroyl CoA Désaturase 1 (SCD1) est une enzyme 
qui catalyse une insaturation en C9 sur l’acide stéarique ce qui permet la production d’acide 
gras insaturés qui servent à estérifier le cholestérol ou à produire des triglycérides 317. SCD1 
est un gène cible des LXRs et une invalidation génétique de SCD1 empêche 
l’hypertriglycéridémie provoquée par le T0901317 chez l’animal 400. Le rôle de SCD1 dans 
les effets des LXRs semble important à plusieurs niveaux. L’activation des LXRs induit une 
lipogenèse forte, ce qui se traduit par une forte production d’acide palmitique. L’accumulation 
d’acide palmitique est toxique pour la cellule, et son insaturation par SCD1 permet de lever 
cette toxicité 401, 402 ce qui pourrait permettre aux LXRs de stimuler la lipogenèse sans 
menacer la survie des cellules affectées. Les LXRs diminuent aussi la toxicité lipidique en 
augmentant l’expression d’AKR1B7 qui empêche la peroxydation des lipides 403. Les SCDs 
permettent aussi l’estérification du cholestérol par des acides gras insaturés comme l’acide 
oléique, et une inhibition des SCDs provoque une hypercholestérolémie chez l’animal 
alimenté avec une diète riche en cholestérol. D’après les auteurs, l’hypercholestérolémie 
observée est due à une incapacité à stocker le cholestérol sous forme d’esters ce qui conduit à 
une augmentation du taux de cholestérol libre circulant 404. La stimulation de SCD1 par les 
LXRs en réponse à une alimentation riche en cholestérol pourrait contribuer au maintien de 
l’homéostasie du cholestérol par les LXRs dans l’organisme. Les LXRs et les PPARs ont un 
effet inverse sur le métabolisme lipidique : les LXRs stimulent la lipogenèse alors que les 
PPARs activent le catabolisme des lipides. Ces deux types de récepteurs nucléaires effectuent 
un cross-talk mutuellement inhibiteur dans lequel l’activation des LXRs inhibe l’expression 
des gènes du catabolisme lipidique sous le contrôle des PPARs alors que l’activation des 
PPARs inhibe l’expression de SREBP-1c qui est régulé par les LXRs 219, 220. Les souris LXR-/-
, sont résistantes à l’obésité induite par une alimentation riche en lipides et en cholestérol 405. 
Cela ne provient pas de leur incapacité à stimuler l’expression de SREBP-1c puisque des 
souris SREBP-1c-/- ne sont pas résistantes à l’obésité. En revanche, dans les souris LXR-/-, le 
catabolisme des lipides est fortement activé grâce à une augmentation de l’expression d’UCP-
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2 (Uncoupling Protein 2) qui active la dépense énergétique. L’expression d’UCP-2 permet 
une élimination catabolique des lipides provenant de l’alimentation et explique pourquoi ces 
souris sont résistantes à l’obésité. Par conséquent, les LXRs contrôlent aussi la dépense 
énergétique, il pourrait donc être des cibles pharmacologiques à étudier pour lutter contre 
l’obésité. 
2.3) Contrôle du métabolisme glucidique 
En accord avec leur implication dans la régulation de la dépense énergétique, les LXRs sont 
aussi impliqués dans le contrôle du métabolisme glucidique (Figure 49). Dans un modèle de 
souris insulino-résistante, le GW3965 diminue dans le foie l’expression de gènes qui 
participent à la néoglucogenèse comme la PhosphoEnolPyruvate Kinase (PEPCK), le 
coactivateur PGC-1α et la glucose-6-Phosphatase 406. Il a été montré dans une autre étude que 
la régulation de la glucose-6-phosphatase par les LXRs est indirecte 407. L’inhibition de la 
néoglucogenèse par l’activation des LXRs contribue à limiter le taux de glucose sanguin en 
diminuant la libération de glucose provenant du foie dans la circulation sanguine. Dans le 
tissu adipeux, le GW3965 stimule l’expression du transporteur de glucose GLUT4 qui est 
responsable de l’entrée de glucose dans les adipocytes et qui est sous le contrôle direct des 
LXRs 406, 408. Cela permet aussi de diminuer la concentration en glucose sanguin en favorisant 
son transport de la circulation sanguine vers le tissu adipeux 406. Un autre groupe a obtenu des 
résultats similaires avec le T0901317 ce qui suggère que les LXRs pourraient être des cibles 
pharmacologiques intéressantes pour le traitement du diabète 409. Le T0901317 stimule 
l’entrée de glucose dans les cellules musculaires squelettiques en activant l’expression de 
GLUT4 et GLUT1, et l’oxydation du glucose est aussi stimulée avec une augmentation de 
l’expression d’UCP-2 et UCP-3 impliqués dans la dépense énergétique. La stimulation par les 
LXRs de l’utilisation du glucose par les muscles squelettiques peut aussi contribuer à la 
diminution du taux de glucose sanguin 410. Aussi, le T0901317 est capable de stimuler la 
sécrétion d’insuline dépendante du glucose dans les cellules β des ilots de Langherans du 
pancréas 411. Les LXRs semblent importants dans l’homéostasie du glucose d’autant plus que 
le glucose stimule l’expression de LXRβ par le biais des facteurs de transcriptions mitogènes 
Elk1 et SRF (Serum Responsive Factor) qui se lient au promoteur de LXRβ et activent son 
expression 412. De plus, l’activation des LXRs stimule directement l’expression de la protéine 
ChREBP (Carbohydrate Response Element Binding Protein) qui est un facteur de 
transcription impliquée dans la réponse au glucose 413. Cependant, Denechaud et al. ont 
montré in vivo que l’activation des LXRs n’est pas essentielle pour l’induction de 
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l’expression de gènes de réponse au glucose tels que des gènes lipogéniques pour le stockage 
énergétique ou des gènes de la glycolyse tels que la pyruvate kinase 414. En revanche, 
l’expression de ChREBP est suffisante et essentielle pour la réponse au glucose.  
 
Figure 49 : Régulation du métabolisme glucidique par les LXRs 415. Les LXRs (Liver X Receptor) régulent le 
métabolisme glucidique en régulant l’expression de la protéine de liaison à l’élément de réponse au glucose 
(ChREBP : Carbohydrate Response Element Binding Protein).Aussi, la régulation de l’expression de SREBP-1c 
(Sterol Regulatory Element Binding Protein 1c) par l’insuline nécessite LXR. Actuellement, la régulation de ce 
métabolisme par la liaison directe du glucose aux LXRs n’est pas claire. L-PK : L-type Pyruvate Kinase ; ACC : 
Acetyl CoA Carboxylase ; FAS : Fatty Acid Synthase. 
 
Il a été montré dans une étude de Mitro et al., désormais controversée par Denechaud et al., 
que le glucose est un ligand des LXRs avec une affinité de l’ordre du millimolaire qui 
correspond aux concentrations physiologiques du glucose 416. Denechaud et al. ont effectué 
une analyse du recrutement de corégulateurs transcriptionnels par les LXRs et n’ont pas vu de 
recrutement de corégulateur en présence de glucose ce qui infirme que le glucose soit un 
ligand des LXRs 414. L’absence de démonstration d’un rôle physiologique de la liaison du 
glucose aux LXRs depuis la publication de l’étude de Mitro et al. ainsi que sa controverse 
remet en question sa pertinence et sa validité physiologique 295. Malgré cela, la régulation 
pharmacologique du métabolisme glucidique par les LXRs peut permettre le développement 
d’agents pharmacologiques qui ciblent les LXRs pour le traitement du diabète de type 2 417. 
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2.4) Contrôle du système immunitaire 
2.4.1) Contrôle de l’immunité innée par les LXRs 
En 2003, le groupe de Peter Tontonoz établit pour la première fois un lien entre les LXRs et la 
régulation du système immunitaire (Figure 50). Il montre que le GW3965 est capable 
d’inhiber l’induction de l’expression de gènes pro-inflammatoires par le lipopolysaccharide, 
qui est une molécule de la paroi des bactéries Gram – qui active l’immunité innée. In vivo, 
l’activation des LXRs par le GW3965 réduit l’inflammation pathologique dans un modèle de 
dermatite et d’athérosclérose, ce qui suggère que les LXRs ont une action anti-inflammatoire 
194. La régulation de l’expression de gènes impliqués dans l’inflammation par les LXRs est 
indirecte puisque ces gènes ne possèdent pas de LXRE dans leur promoteur. Les LXRs 
inhibent l’activation de ces gènes en effectuant un cross-talk avec NF-kB en empêchant la 
libération des corépresseurs liés à NF-kB sur le promoteur de gènes de l’inflammation 194, 195. 
Les LXRs inhibent aussi l’inflammation en transréprimant STAT1 par un mécanisme 
analogue à la transrépression de NF-kB 196.  
 
Figure 50 : L’inflammation et les LXRs 160. Les LXRs empêchent l’expression de gènes inflammatoires 
induite par des signaux pro-inflammatoires. La signalisation inflammatoire qui passe par l’activation d’IRF3 
(Interferon-Related Factor 3) inhibe l’activité des LXRs. TLR : Toll-Like Receptor ; TNF : Tumor Necrosis 
Factor ; IL : Interleukin ; LPS : LipoPolySaccharide ; IRF3 : Interferon Related Factor 3 ; LXR : Liver X 
Receptor ; RXR : Retinoid X Receptor ; NF-kB : Nuclear Factor kappa B ; ABC : ATP-Binding Cassette 
transporter. 
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Les LXRs sont inhibés par certaines voies de signalisation de l’inflammation. L’activation des 
récepteurs Toll-Like (TLR : Toll-Like Receptor) TLR3 et TLR4 qui sont des récepteurs de 
molécules bactériennes et virales et qui induisent une réponse immunitaire innée, inhibent 
l’activation de gènes cibles des LXRs comme ABCA1 et ABCG1 160, 201. Les voies de 
signalisation activées par le TNF, IL-1β et le LPS qui se lient à leur récepteur respectif TNFR, 
IL-1R et TLR ne sont pas capables d’inhiber l’activité transcriptionnelle des LXRs. TLR3 et 
TLR4 ont la particularité d’activer le facteur de transcription IRF-3 qui entre en compétition 
avec les LXRs pour le recrutement de coactivateurs, ce qui explique pourquoi l’activation des 
TLR3/4 inhibe les LXRs. Les gènes cibles des LXRs étant importants pour le maintien de 
l’homéostasie du cholestérol, leur inhibition par l’activation de TLR3 et TLR4 expliquerait 
l’augmentation de l’incidence des maladies cardio-vasculaires par des infections bactériennes 
chroniques 201.  
Plusieurs rôles des LXRs dans la régulation de l’immunité innée ont été caractérisés. 
L’expression des LXRs est essentielle à la fonctionnalité de l’immunité innée puisque des 
souris n’exprimant pas les LXRs sont très susceptibles à une infection par le bacille Listeria 
monocytogenes 310. Plus précisément, les LXRs sont essentiels à la survie des macrophages 
soumis à une infection par L. monocytogenes car ils permettent l’expression du facteur de 
survie SPα qui stimule la survie des macrophages lors d’une infection bactérienne 418. Cette 
étude a été confirmée par Valledor et al. qui ont montré que l’activation des LXRs augmente 
la survie des macrophages lors d’une infection par Bacillus anthracis, Escherichia coli et 
Salmonella typhimurium 120. Les agonistes des LXRs inhibent la prolifération des 
macrophages en réprimant l’expression des cyclines B1 et D1 ainsi que des Cyclin-Dependent 
Kinases (CDK) 2 et 4 ce qui provoque le blocage des macrophages en phase G0/G1 419. 
L’activation des LXRs pourrait donc contribuer à la régulation de l’immunité innée en 
contrôlant le nombre de macrophages en plus de la transrépression des gènes pro-
inflammatoires régulés par NF-kB. Les LXRs sont essentiels pour la clairance des cellules 
apoptotiques par les macrophages 420. Dans les macrophages, les LXRs activent l’expression 
de la tyrosine kinase Mer qui est nécessaire à la phagocytose des cellules apoptotiques. 
D’autre part, les LXRs inhibent la réponse inflammatoire qui est normalement activée par les 
macrophages lors de la phagocytose de corps étrangers. Les auteurs ont montré que les corps 
apoptotiques sont responsables de l’activation de Mer et de la répression des gènes pro-
inflammatoires par les LXRs dans les macrophages. L’activation des LXRs dans les 
macrophages par les cellules apoptotiques permet une tolérance immunitaire qui pourrait 
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empêcher l’apparition de maladies auto-immunes puisque des souris dans lesquelles les LXRs 
sont inactivés développent des maladies auto-immunes. Les auteurs émettent l’hypothèse que 
les produits de dégradation des corps apoptotiques apportent des ligands des LXRs dans les 
macrophages qui activent les LXRs. Cela permettrait à l’immunité innée de discriminer les 
cellules apoptotiques, qui contiennent du cholestérol dans leur membrane et qui ne 
représentent pas de menace pour l’organisme, des bactéries qui ne possèdent pas de 
cholestérol dans leur membrane et qui peuvent causer une infection 420. Dans le cas des 
bactéries, probablement que leur phagocytose par les macrophages n’active pas les LXRs qui 
ne peuvent donc pas réprimer l’expression des gènes inflammatoires, ce qui permet 
l’activation de l’inflammation en réponse aux pathogènes. 
2.4.2) Contrôle de l’immunité acquise par les LXRs 
L’activation de lymphocytes T qui reconnaissent spécifiquement un antigène provoque leur 
multiplication grâce à la prolifération cellulaire : cela s’appelle l’expansion clonale. 
L’activation des lymphocytes T active l’enzyme SULT2B1 ce qui provoque l’inhibition des 
LXRs. Une invalidation de LXRβ provoque une stimulation de la prolifération des 
lymphocytes, ce qui montre que LXRβ a un rôle dans le contrôle de la prolifération 
lymphocytaire. L’activation de LXRβ par un agoniste stimule l’efflux de stérols par ABCG1 
qui est responsable d’une inhibition de la prolifération de lymphocytes T activés. La survie 
des lymphocytes T n’est pas affectée par l’activation des LXRs. Cet effet suggère qu’une 
diminution du cholestérol dans les lymphocytes empêche leur prolifération. Cela explique 
pourquoi l’activation des lymphocytes T active SULT2B1 qui métabolise les oxystérols 
endogènes ce qui les empêcheraient d’activer l’expression des gènes de l’efflux de cholestérol 
par le biais de LXRβ 421. L’inhibition des LXRs permettrait de maintenir le niveau de 
cholestérol adéquat dans les lymphocytes T pour que leur prolifération soit possible. Il serait 
intéressant d’étudier si ce mécanisme d’inactivation de LXRβ lors de la prolifération 
cellulaire est spécifique aux lymphocytes T ou s’il est retrouvé dans d’autres types cellulaires. 
Un mécanisme analogue a été découvert dans les lymphoblastes et dans des cellules 
leucémiques lymphoblastiques où l’activation des LXRs par le T0901317 inhibe la 
prolifération de ces cellules induite par les cytokines IL-2 et IL-7. Dans les cellules 
leucémiques, l’activation des LXRs diminue leur survie contrairement aux lymphoblastes où 
la survie n’est pas affectée, et l’expression de LXRα est plus forte dans les cellules 
leucémiques lymphoblastiques que dans les lymphoblastes 422. Les LXRs ont aussi un rôle 
dans les cellules dendritiques dans lesquelles des agonistes synthétiques empêche leur 
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maturation induite par le lipopolysaccharide. L’effet passe par une inhibition de l’expression 
de la fascine, qui est une protéine du cytosquelette impliquée dans la formation de la synapse 
immunologique qui permet l’activation des lymphocytes T par des cellules dendritiques 
matures 423. De façon générale, les agonistes des LXRs auraient donc une action inhibitrice 
sur le système immunitaire acquis en inhibant l’activation des lymphocytes par les cellules 
dendritiques et en empêchant la prolifération des lymphocytes activés. 
 
2.5) Les LXRs dans les cancers 
2.5.1) Contrôle de la prolifération 
Le contrôle de la prolifération cellulaire est dérégulé très tôt au cours de l’oncogenèse. La 
prolifération incontrôlée est une caractéristique majeure de tous les cancers (Figure 51) 29.  
 
Figure 51 : Les caractéristiques majeures des cancers et leur ciblage thérapeutique potentiel 29. Les 
propriétés qui caractérisent les cancers sont une prolifération cellulaire continue, l’évasion du contrôle par les 
gènes suppresseurs de tumeurs, l’échappement à la réponse immunitaire, l’immortalité réplicative, 
l’inflammation pro-tumorale, l’invasion et les métastases, l’induction de l’angiogenèse, l’instabilité génétique, la 
résistance à la mort cellulaire et la dérégulation du métabolisme énergétique. L’ensemble de ces caractéristiques 
peuvent être ciblées par des agents thérapeutiques pour lutter contre les cancers 
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Plusieurs études ont montré que les LXRs sont impliqués dans le contrôle de la prolifération 
cellulaire dans des cellules saines et dans des cellules cancéreuses. Dans des cellules 
pancréatiques qui sécrètent de l’insuline, l’activation des LXRs inhibe la prolifération 
cellulaire en augmentant l’expression de p21 et en stabilisant la protéine p27 qui sont des 
inhibiteurs de CDKs 424, 425. Dans des cellules musculaires lisses vasculaires, l’activation des 
LXRs inhibe la prolifération cellulaire de manière analogue en empêchant la dégradation de 
p27 par des agents mitogènes 426. Cette étude précise le mécanisme moléculaire qui passe par 
une inhibition de l’expression de Skp2 par l’activation des LXRs. Skp2 est responsable de la 
dégradation de p27 lors d’une stimulation mitogénique. Le contrôle de la prolifération 
cellulaire par les LXRs par la répression de Skp2 a aussi été observé dans des cellules 
cancéreuses mammaires 427, tandis que l’inhibition de la prolifération par l’augmentation de 
p21 et p27 a été mise en évidence dans des cellules cancéreuses ovariennes et prostatiques 428-
431.  Au niveau physiologique, il a été montrée que des souris mâles LXR-/- développent une 
hyperplasie de la prostate ventrale à cause d’une prolifération accrue des cellules épithéliales 
de la prostate 432. Comme nous l’avons vu dans la partie 2.4.2), des souris LXRβ-/- ont une 
prolifération accrue des lymphocytes 421. A l’inverse, l’activation des LXRs par un agoniste 
inhibe la prolifération des lymphocyte chez des souris exprimant les LXRs, ainsi que la 
prolifération des lymphoblastes et de cellules leucémiques lymphoblastiques soumis à l’action 
pro-proliférative de cytokines 422. De façon générale, l’activation des LXRs a une action anti-
proliférative dans des cellules saines et cancéreuses. En accord avec cette observation, une 
étude a montré que lors de la régénération du foie après une hepatectomie partielle, les LXRs 
sont inactivés durant le processus de régénération qui nécessite une forte activité de 
prolifération des hépatocytes 433. En parallèle, la biosynthèse de cholestérol est stimulée. 
L’inactivation des LXRs passe par une forte diminution de la quantité d’oxystérols capables 
d’activer  les LXRs comme le 24(S)-25 cholestérol époxyde. L’ajout d’un agoniste 
synthétique des LXRs pendant la régénération hépatique provoque une diminution de la 
prolifération des hépatocytes, ce qui inhibe la régénération du foie corrélée à une diminution 
de la biosynthèse du cholestérol. Cela montre que le taux de cholestérol intracellulaire doit 
être supérieur pendant la prolifération des hépatocytes, ce qui nécessite l’inactivation des 
LXRs qui, en empêchant l’accumulation de cholestérol en activant l’efflux de cholestérol, 
inhibent la prolifération des hépatocytes.  
Toutefois, une exception existe puisque les agonistes des LXRs stimulent indirectement la 
prolifération des cellules endothéliales en augmentant l’expression du VEGF 434. Cette 
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régulation est intéressante puisque le VEGF est en partie responsable du switch angiogénique 
qui survient lors de l’oncogenèse avec une expression constitutive du VEGF, et qui permet à 
une tumeur de se vasculariser et de ne plus avoir de limite d’approvisionnement pour sa 
croissance 435. Des ligands des LXRs capables d’inhiber l’expression du VEGF pourrait 
constituer des molécules thérapeutiques d’intérêt pour le traitement des cancers. 
Même si un mécanisme commun du contrôle de la prolifération par les LXRs a été identifié 
pour de nombreux types cellulaires sains et cancéreux, impliquant l’augmentation de p21 et 
p27, d’autres mécanismes ont été caractérisés. Dans des cellules cancéreuses de la prostate et 
mammaires, des agonistes des LXRs inhibent l’expression transcriptionnelle et protéique des 
cyclines A et D1 427, 431, dans des cellules lymphoblastiques ils inhibent l’expression de la 
cycline B1 422 tandis que dans les macrophages l’expression des cyclines B1 et D1 sont 
inhibées par l’activation des LXRs 419. Dans les macrophages, les agonistes des LXRs 
inhibent aussi l’expression de CDK2 et CDK4, ce qui renforce probablement le contrôle de la 
prolifération par les LXRs dans ce type cellulaire. Il a été montré que l’inhibition de la 
prolifération de cellules cancéreuses de la prostate par l’activation des LXRs dépend d’une 
activité lipogénique puisqu’un knockdown de SREBP1 et FASN diminue le contrôle de la 
prolifération par des agonistes des LXRs 431. Dans des cellules cancéreuses mammaires, le 
knockdown de SREBP1 a montré que le contrôle de la prolifération par LXR est indépendant 
de la lipogenèse 427. Cependant le knockdown de SREBP1 n’affecte presque pas le contrôle de 
la prolifération par les LXRs dans les cellules cancéreuses prostatiques, contrairement au 
knockdown de FASN qui l’inhibe fortement. Dans les cellules cancéreuses mammaires, seul 
le knockdown de SREBP1 a été effectué, on ne peut donc pas écarter définitivement 
l’implication de la lipogenèse dans l’inhibition de la prolifération de ces cellules cancéreuses 
par les LXRs. Les LXRs interagissent directement avec la beta-Caténine et inhibent son 
activité transcriptionnelle de manière ligand-dépendante. Grâce à cette interaction, les 
agonistes des LXRs sont capables d’inhiber la prolifération de cellules cancéreuses du colon, 
ce qui fait des LXRs des cibles particulièrement intéressantes pour le traitement des cancers 
du colon dont l’étiologie dépend fréquemment de la suractivation de la voie Wnt-beta-
Caténine 436. 
2.5.2) Mort cellulaire 
L’implication des LXRs dans la mort cellulaire a été mise en évidence pour la première fois 
dans des macrophages soumis à une infection bactérienne 120. L’inactivation des LXRs 
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conduit à la mort cellulaire des macrophages tandis que leur activation par des agonistes 
stimulent leur survie. Le facteur SPα est impliqué dans la stimulation de la survie par les 
LXRs où une augmentation de l’expression de facteurs anti-apoptotiques comme Bcl-xL est 
observée. Dans des cellules pancréatiques, le T0901317 stimule l’apoptose induite par 
l’accumulation d’acides gras libres ce qui se traduit par une augmentation de l’activité des 
caspases effectrices 3 et 7 424. Un mécanisme intéressant d’apoptose induite par les LXRs a 
été caractérisé dans des cellules cancéreuses prostatiques 297. Cette étude montre que 
l’activation des LXRs provoque l’efflux de cholestérol par une stimulation de l’expression 
d’ABCG1. Il en résulte une déplétion de cholestérol des radeaux lipidiques ce qui inhibe 
l’activité de la kinase Akt. Akt est impliquée dans le maintien de la survie et son inhibition 
empêche la génération de signaux de survie dans les cellules cancéreuses prostatiques ce qui 
provoque leur mort par apoptose. Les glioblastomes, qui sont des cancers du cerveau, stimule 
la prolifération cellulaire et la survie grâce à la suractivation de la voie de l’EGF qui 
augmente l’expression du LDLR 437. Le GW3965 stimule l’expression d’IDOL qui dégrade le 
LDLR, et en parallèle il augmente l’expression d’ABCA1 ce qui provoque l’efflux de 
cholestérol des cellules de glioblastomes. Par ce mécanisme, l’activation des LXRs induit la 
mort des cellules de glioblastomes. Ainsi, comme pour les cellules cancéreuses prostatiques, 
l’activation des LXRs diminue le taux intracellulaire de cholestérol dans les cellules de 
glioblastomes ce qui provoque l’apoptose. Cela suggère que la survie des cellules cancéreuses 
dépend fortement du taux intracellulaire de cholestérol. Le métabolisme des stérols peut 
constituer une cible intéressante pour le développement de nouvelles thérapies 
anticancéreuses puisque la concentration intracellulaire de cholestérol semble déterminer la 
prolifération cellulaire et la survie des cellules cancéreuses qui sont actuellement les deux 
principales caractéristiques visées par les chimiothérapies. 
2.5.3) Cross-talks avec la voie de signalisation du TGFβ 
Il a été rapporté que des souris LXR-/- ont une hyperplasie stromale de la prostate ventrale où 
les cellules épithéliales canalaires sont positives pour le marqueur de prolifération Ki67 alors 
que les cellules stromales sont négatives pour Ki67, ce qui montre que seules les cellules 
épithéliales prolifèrent 432. Cela parait contradictoire avec l’analyse histologique qui montre 
que l’hyperplasie de la prostate ventrale est stromale. Dans les cellules épithéliales des 
prostates LXR-/-, la voie du TGFβ est active ce qui est mis en évidence par l’augmentation de 
l’expression de Smad3/4 et Snail. Snail est un marqueur de la transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) qui est un programme cellulaire qui entraine la transformation 
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d’une cellule épithéliale en cellule stromale ou mésenchymateuse. Cela suggère que 
l’inactivation des LXRs conduit à une prolifération des cellules épithéliales prostatiques qui 
subissent ensuite l’EMT, se transformant ainsi en cellules stromales, ce qui provoque une 
hyperplasie stromale prostatique chez les souris LXR-/-. D’autres études ont caractérisé une 
régulation croisée entre la voie de signalisation du TGFβ et les LXRs. Dans des souris 
femelles LXRβ-/-, mais pas dans des souris LXRα-/- LXRαβ-/-, les oestrogènes provoquent 
l’apparition de cancers de la vésicule biliaire 438. La voie de signalisation du TGFβ est 
impliquée dans l’apparition de ces cancers puisqu’une activité nucléaire des protéines Smads 
est observée dans ces cellules cancéreuses corrélée avec une perte de l’expression de l’E-
cadhérine et une augmentation du taux de TGFβ sérique spécifiquement observée dans les 
souris femelles LXRβ-/- affectées par ces cancers. Dans des souris sauvage, des lésions pré-
cancéreuses de la vésicule biliaire sont observés. Cela suggère que l’inactivation de LXRβ 
permet une évolution vers la malignité en stimulant la voie du TGFβ qui provoque l’EMT et 
peut rendre les cellules cancéreuses invasives. Ce mécanisme est analogue à celui observée 
dans les cellules épithéliales prostatiques où la perte de LXRβ stimule la voie de signalisation 
du TGFβ et favorise l’apparition d’un profil cellulaire mésenchymateux avec la perte de 
l’expression de l’E-cadhérine 432. Dans les souris LXRβ-/-, l’activité de la voie du TGFβ dans 
la vésicule biliaire est dépendante de la production endogène d’oestrogènes puisqu’après une 
ovariectomie, les protéines Smads ne sont pas actives dans les cellules de la vésicule biliaire, 
et cela est accompagné d’une absence de cancers de la vésicule biliaire chez ces souris 438. Il 
pourrait être intéressant de voir si, de manière analogue, l’activation de la voie du TGFβ dans 
les cellules épithéliales prostatiques de souris LXR-/- est dépendante de la production 
d’hormones stéroïdiennes comme les androgènes.  
Au niveau cellulaire, des études ont aussi identifié une relation entre les LXRs et la voie du 
TGFβ. Dans des cellules pancréatiques, les LXRs  inhibent la prolifération cellulaire en 
augmentant considérablement l’expression de Smad3 ainsi que Smad4 qui font partie de la 
voie de signalisation du TGFβ et qui inhibent la transition G1/S du cycle cellulaire 424. Dans 
des cellules endothéliales, le récepteur du TGFβ ALK-1 phosphoryle LXRβ ce qui provoque 
sa relocalisation cytoplasmique 246. Contrairement aux cellules pancréatiques, l’activation des 
LXRs dans les cellules endothéliales inhibe la voie de signalisation du TGFβ. L’effet des 
LXRs sur la voie de signalisation du TGFβ semble donc être dépendant du type cellulaire. 
Aussi, les LXRs régulent directement l’expression de l’endoglin qui entre dans la composition 
du complexe récepteur du TGF 439. Dans des cellules de choriocarcinome, l’activation des 
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LXRs stimule l’expression de l’endoglin, ce qui peut stimuler la voie de signalisation du 
TGFβ dans ces cellules.  Une étude a aussi montré que l’activation simultanée des LXRs et de 
la voie du TGFβ induit une stimulation synergique de l’expression d’ABCG1 et de l’activité 
d’un gène rapporteur sous le contrôle des LXRs 440. Etant donné que le coactivateur RAP250 
est capable d’interagir avec les Smads et avec les LXRs, grâce à deux domaines LXXLL, les 
auteurs suggèrent que la stimulation synergique observée résulte de la formation d’un 
complexe transcriptionnel impliquant les LXRs, RAP250 et les protéines Smads sur un 
promoteur sous le contrôle des LXRs . Cependant, les mécanismes moléculaires grâce 
auxquels les LXRs et le TGFβ contrôlent mutuellement leurs voies de signalisation ne sont 
pas encore vraiment définis. 
 
Figure 52 : Implication de la voie du TGFβ dans l’invasion tumorale. A. La transition épithélio-
mésenchymateuse (EMT) et la transition mésenchymo-épithéliale (MET). B. Le TGFβ (Transforming Growth 
Factor β) stimule l’EMT des cellules cancéreuses qui acquièrent temporairement un phénotype mésenchymateux 
leur permettant d’envahir les tissus adjacents et atteindre la circulation sanguine. L’acquisition d’un caractère 
invasif provoque l’évolution d’un carcinome in situ vers un carcinome invasif qui est considéré comme le 
premier stade cancéreux. MMP : Matrix Metalloproteinase. © Grégory Ségala (Futura-Sciences). 
 
Le TGFβ occupe une position extrêmement importante au cours de l’oncogenèse, et plus 
particulièrement lors des stades avancés de l’oncogenèse (Figure 52). En permettant aux 
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cellules cancéreuses d’effectuer l’EMT, le TGFβ favorise l’invasivité et la formation de 
métastases 441. En effet, les cellules mésenchymateuses sont mobiles contrairement aux 
cellules épithéliales dont dérivent les cellules de carcinomes. L’EMT confère aux cellules de 
carcinomes des propriétés de cellules mésenchymateuses qui leur permettent de quitter la 
tumeur primaire et de migrer jusqu’aux vaisseaux sanguins ou lymphatiques. Ce programme 
cellulaire est en partie responsable de la progression d’un carcinome in situ, qui est une lésion 
pré-cancéreuse, vers un carcinome invasif qui est un cancer. Le contrôle de la voie de 
signalisation du TGFβ par les LXRs pourrait donc être intéressant à étudier pour le 
développement de thérapies anticancéreuses ciblant les LXRs. Cependant, le TGFβ peut aussi 
avoir des effets suppresseurs de tumeurs puisqu’il est capable d’inhiber la prolifération 
cellulaire. Les effets pro- ou anticancéreux du TGFβ étant dépendant du type cellulaire ou du 
type de cancer, le développement de thérapies ciblant la voie de signalisation du TGFβ doit 
prendre en considération ces effets opposés selon le cancer visé. 
2.5.4) Echappement des tumeurs à l’immunosurveillance 
Les cellules cancéreuses doivent échapper à la surveillance du système immunitaire pour 
pouvoir former une tumeur 442. En effet, au cours de l’oncogenèse, les cellules cancéreuses 
subissent de nombreuses mutations génétiques qui modifient des séquences protéiques. Des 
fragments de protéines mutées sont présentés à la surface des cellules cancéreuses et ils sont 
reconnus par les cellules du système immunitaire comme des antigènes du non-soi appelés 
antigènes tumoraux. Par conséquent, les cellules cancéreuses sont reconnues étrangères par le 
système immunitaire qui déclenche une réponse immune anti-tumorale. Pour échapper au 
système immunitaire, les cellules cancéreuses favorise leur tolérance par le système 
immunitaire en empêchant son activation contre la tumeur. Parmi les moyens mis en œuvre 
pour l’échappement de l’immunosurveillance, la tumeur génère un microenvironnement 
immunosuppressif qui perturbe le fonctionnement normal du système immunitaire à 
l’encontre de la tumeur 442, 443. Il a été montré que les cellules cancéreuses produisent des 
oxystérols capables d’agir dans les cellules dendritiques infiltrées dans la tumeur et d’inhiber 
leur capacité à activer des lymphocytes dans les ganglions sentinelles 264, 443. Le mécanisme 
passe par une inhibition de l’expression de CCR7, qui est nécessaire pour la migration des 
cellules dendritiques jusqu’aux ganglions où se situent les lymphocytes naïfs pour la 
présentation antigénique qui active les lymphocytes. Une inhibition de la biosynthèse de 
cholestérol ou une surexpression de SULT2B1 qui sulfate les oxystérols générés dans la 
tumeur lèvent ce mécanisme d’inhibition de la fonction des cellules dendritiques et restaure 
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une réponse immune anti-tumorale. Actuellement, ce mécanisme est le seul impliquant les 
LXRs dans l’échappement tumoral à l’immunosurveillance. Il est désormais bien décrit que 
les LXRs ont généralement un rôle immunosuppressif en inhibant l’inflammation 194 et en 
inhibant l’immunité acquise 421-423. Cela suggère que les LXRs pourraient être des cibles 
pharmacologiques intéressantes pour la prévention des cancers grâce à leurs effets anti-
inflammatoires, ou éventuellement pour la restauration ou la mise en place d’une 
immunosurveillance antitumorale. Cependant pour ce dernier point, le rôle des LXRs 
nécessite d’être largement clarifié étant donné que son implication dans l’immunité 
antitumorale n’a été mise en évidence que par une seule étude. 
2.5.5) Les LXRs dans les cancers hormono-dépendants 
Les LXRs régulent le métabolisme des hormones stéroïdiennes, il parait donc logique que les 
LXRs puissent être impliqués dans les cancers hormone-dépendants. Les LXRs sont 
impliqués dans les cancers de la prostate dont certains sont hormono-dépendants. Dans des 
souris castrées, les cellules cancéreuses prostatiques androgéno-dépendantes LNCaP 
deviennent progressivement androgéno-indépendantes pour leur prolifération 444. Un 
traitement avec le T0901317 retarde la dérive des cellules LNCaP vers un phénotype 
d’indépendance aux androgènes. Cependant, le résultat de cette étude est à prendre avec 
précaution puisque seul le T0901317 a été utilisé pour conclure que les LXRs sont impliqués 
dans le retardement de l’acquisition d’une indépendance aux androgènes. Or, il a été montré 
que le T0901317 est aussi un antagoniste d’AR, ce qui a pu biaiser l’étude 286. Le lycopène, 
qui est un caroténoïde présent dans les tomates, est capable d’inhiber la prolifération des 
cellules LNCaP en activant l’expression des LXRs qui réduisent le taux intracellulaire de 
cholestérol 266. De manière analogue à la prolifération d’hépatocytes lors de la régénération du 
foie, les cellules cancéreuses prostatiques semblent dépendre d’un taux suffisamment élevé de 
cholestérol pour proliférer. Dans le cas des cellules LNCaP, on peut supposer qu’une partie du 
cholestérol est transformée en androgènes pour une stimulation autocrine de la prolifération 
cellulaire, ce qui peut être empêché par l’efflux de cholestérol provoqué par l’activation des 
LXRs. Les LXRs activent l’expression de la sulfotransférase SULT2A1 responsable de 
l’inactivation des androgènes par sulfatation, et ils inhibent l’expression de la sulfatase STS 
qui réactive des androgènes sulfatés en les désulfatant. Cela permet une inhibition de la 
prolifération de cellules cancéreuses prostatiques dépendantes des androgènes par des 
agonistes des LXRs 386. Un cross-talk a été caractérisé entre AR et LXR et de façon plus 
générale entre tous les récepteurs des hormones stéroïdiennes et les LXRs. En se liant à AR, 
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les androgènes inhibent l’activité transcriptionnelle des LXRs probablement par compétition 
pour des coactivateurs, ce qui se traduit par une augmentation du taux intracellulaire de 
cholestérol 203. Même si ce mécanisme n’a été caractérisé que pour les androgènes et AR, 
considérant l’effet mitogénique des hormones stéroïdiennes comme les oestrogènes et les 
androgènes, on peut supposer que l’inhibition des LXRs par ces hormones permet une 
augmentation du taux de cholestérol intracellulaire pour favoriser la prolifération des cellules 
cibles. Cela est en accord avec les études citées précédemment concernant la stimulation de la 
prolifération des hépatocytes et l’effet anti-prolifératif du lycopène qui nécessitent 
respectivement un taux de cholestérol plus élevé ou plus faible, ce qui passe par une 
régulation de l’activité des LXRs.  
Comme cela a été abordé dans la partie 2.5.1), les LXRs empêchent l’apparition de cancers de 
la vésicule biliaire dépendants des oestrogènes. Même si le mécanisme étiologique semble 
être une augmentation de l’activité de la voie du TGFβ, le lien entre les oestrogènes et les 
LXRs n’a pas été établis dans cette étude. Dans des cellules cancéreuses mammaires, 
l’activation des LXRs provoque une déprivation des oestrogènes puisqu’elle augmente 
l’expression de la sulfotransférase SULT1E1 qui inactive les oestrogènes en les sulfatant 209. 
Cela permet d’inhiber la prolifération de cellules cancéreuses mammaires hormono-
dépendantes. 
2.5.6) Les LXRs dans la biologie de l’épiderme 
Des oxystérols qui sont des ligands des LXRs, comme le 22(R)-hydroxycholestérol, sont 
capables d’induire la différenciation de kératinocytes murins et humains in vitro et in vivo 
chez la souris en activant LXRβ, ce qui provoque une inhibition de la prolifération cellulaire 
445, 446. L’induction de la différenciation des kératinocytes humains par les LXRs semble 
impliquer les facteurs de transcription AP-1 445. L’expression de Fra-1, c-Fos et Jun-D qui 
sont des protéines AP-1 est régulée par des agonistes naturels et synthétiques des LXRs 447. 
Les protéines AP-1 ont des gènes cibles impliqués dans la différenciation des kératinocytes, 
comme l’involucrine. D’autre part, une analyse des cistromes de LXRβ et d’AP-1 a montré 
que dans les kératinocytes, 77% des sites de liaison à l’ADN de LXRβ présentent des sites de 
liaison d’AP-1 adjacents 448. L’étude montre aussi que LXRβ interagit directement avec des 
protéines AP-1. Ces résultats expérimentaux suggèrent que LXRβ induit la différenciation 
cellulaire des kératinocytes en interagissant avec les facteurs de transcription AP-1. Les LXRs 
activent l’expression de SULT2B1b dans les kératinocytes 371. Le cholestérol sulfate produit 
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par cette enzyme est décrit pour induire la différenciation des kératinocytes 449, les effets 
différenciants des ligands des LXRs peuvent donc être en partie dépendant de la sulfatation 
des stérols. 
Dans des modèles de pathologie de l’épiderme, l’activation des LXRs a une action 
thérapeutique. La dermatose et le psoriasis sont des maladies inflammatoires de l’épiderme 
provoquant une irritation de la peau. Un traitement de souris souffrant de dermatose par des 
agonistes des LXRs permet de réduire l’inflammation sur les sites lésés grâce à une 
diminution de la production de cytokines pro-inflammatoires 450, 451. Dans des kératinocytes 
prélevés sur des psoriasis de patients, la réactivation de LXRα permet de diminuer 
l’expression de cytokines pro-inflammatoires et de gènes de la prolifération suggérant 
l’utilisation d’agonistes des LXRs pour traiter cette affection très fréquente de la peau 452. 
L’activation des LXRs permet de diminuer le photo-vieillissement de la peau en diminuant 
l’expression de gènes de remodelage de la matrice extracellulaire et de l’inflammation, et en 
augmentant l’expression de gènes impliqués dans la différenciation des kératinocytes 453. La 
peau de souris dans lesquelles LXRβ est inactivé présente un profil moléculaire semblable à 
celui de la peau humaine âgée. Cela suggère que LXRβ pourrait être impliquée dans des 
processus de vieillissement. 
Les effets des LXRs dans les kératinocytes, et de façon plus générale dans l’épiderme 
suggèrent que les LXRs pourraient constituer des cibles pour la prévention de cancers de la 
peau provoqués par des inflammations chroniques et par le photo-vieillissement. De plus, 
l’activité de différenciation des LXRs dans les kératinocytes peut constituer un rationnel fort 
pour des thérapies anti-cancéreuses puisque la redifférenciation des cellules cancéreuses est 
un but recherché dans les thérapies antitumorales, comme les inhibiteurs d’histones 
déacétylases (HDAC) 454. Dans la peau, seule l’implication des LXRs dans la biologie des 
kératinocytes a été étudiée. Néanmoins, une très brève étude a observé une expression 
transcriptionnelle et protéique de LXRα et LXRβ dans des mélanocytes, avec une expression 
de LXRα plus forte dans des mélanocytes provenant de zones adjacentes de vitilligos que 
dans des mélanocytes normaux 455. Cela suggère que LXRα a un rôle dans cette pathologie. 
L’étude du rôle des LXRs dans les mélanocytes pourrait être intéressante afin de savoir s’ils 
ont une implication dans l’apparition de mélanomes qui sont les cancers de la peau les plus 
agressifs.  
 
 
‐148‐ 
 
III) Objectifs de la thèse 
La Dendrogénine A (DDA) est une molécule découverte et synthétisée par l’équipe de Marc 
Poirot sur la base d’une hypothèse métabolique postulant qu’une réaction s’effectue, au 
niveau du site de liaison des anti-oestrogènes, entre le cholestérol-5,6-époxyde alpha et 
l’histamine qui produit le 6-histaminylcholestane-3,5-diol appelé Dendrogénine A (DDA) 
(Figure 53). La DDA possède une activité différenciante dans plusieurs types cellulaires 
cancéreux. Par exemple, dans des cellules de mélanome métastatique murin et humain la 
DDA induit à des concentrations cytostatiques une production de mélanine dans des vésicules 
appelées mélanosomes, qui est une caractéristique de différenciation retrouvée dans les 
mélanocytes sains de la peau. A des concentrations plus élevées, la DDA a une activité 
cytotoxique sur tous les types cancéreux testés lors de sa découverte, ce qui concerne des 
lignées cellulaires de cancer du sein, de cancer du côlon, de cancer du poumon, de 
glioblastomes, de leucémies, et de mélanome métastatique d’origines murine et humaine. La 
DDA fait partie d’une nouvelle classe de molécules qui est la famille des 
alkylaminooxystérols qui n’ont jamais été identifié chez les mammifères et pour lesquels 
aucun mécanisme d’action n’a été caractérisé jusqu’à présent. Le premier objectif de ma thèse 
a été de caractériser le mécanisme d’action cytotoxique de la DDA dans des cellules de 
mélanome métastatique murin et humain et d’identifier la cible moléculaire de la DDA.  
Les anti-oestrogènes de la famille des SERMs se fixent sur une cible microsomale appelé le 
site de liaison des anti-oestrogènes (AEBS, AntiEstrogen Binding Site) (Figure 53). L’équipe 
de Marc Poirot a établit que les ligands d’AEBS, dont les SERMs, induisent la différenciation 
de cellules cancéreuses mammaires en provoquant la sécrétion de triglycérides, qui est un 
processus cellulaire retrouvé au cours de la lactation dans les cellules mammaires luminales. 
Les ligands d’AEBS provoquent aussi la mort cellulaire par apoptose. AEBS est constitué de 
deux protéines qui sont des enzymes cholestérogéniques : la 7-déshydrocholestérol réductase 
(DHCR7) et la 3β-hydroxycholestérol-Δ8, Δ7-isomérase (D8D7I). L’équipe a montré que les 
ligands d’AEBS provoquent une accumulation de stérols ainsi qu’une production d’espèces 
oxygénées réactives (ROS, Reactive Oxygen Species). Les stérols accumulés sont oxydés par 
les ROS en oxystérols. Les activités anti-cancéreuses des ligands d’AEBS sont entièrement 
dépendantes de l’accumulation de ROS puisque la vitamine E, qui est un antioxydant naturel 
qui empêche la production de ROS, inhibe totalement l’induction de la différenciation et de la 
mort cellulaire par les ligands d’AEBS. Cela suggère que la formation d’oxystérols est 
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déterminante dans le mécanisme d’action des ligands d’AEBS. Le deuxième objectif de ma 
thèse est d’identifier la nature des oxystérols qui s’accumulent dans les cellules traitées avec 
les ligands d’AEBS et de caractériser les mécanismes par lesquels les oxystérols accumulés 
induisent la différenciation et la mort des cellules cancéreuses mammaires. 
 
Figure 53 : Schéma général de l’état des connaissances des deux sujets de recherche avant la thèse. Pour le 
sujet 1, nous savons que la DDA (Dendrogenine A) est produite à partir du cholestérol-5,6-époxyde alpha et de 
l’histamine et qu’elle a des propriétés différenciantes et cytotoxiques sur des cellules cancéreuses. Pour le sujet 
2, nous savons que les ligands d’AEBS provoquent une accumulation de stérols et de ROS ce qui conduit à la 
formation d’oxystérols. Ces oxystérols induisent la différenciation et la mort des cellules cancéreuses 
mammaires. AEBS = AntiEstrogen Binding Site ; ChEH = Cholestérol-5,6-époxyde hydrolase ; D8D7I = 3β-
hydroxycholestérol-Δ8, Δ7-isomérase ; DHCR7 = 7-déshydrocholestérol réductase Tam = Tamoxifène ; ROS = 
Reactive Oxygen Species. 
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1) Matériels 
La DDA a été produite par Sigma-Aldrich, le T0901317 provient de Cayman Chemicals et le 
GW3965 provient de GlaxoSmithKline. L’ensemble des autres molécules utilisées 
proviennent de Sigma-Aldrich. 
2) Culture cellulaire 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 proviennent de l’American Type Culture Collection 
(ATCC) et elles sont cultivées jusqu’au passage 25 pour les B16F10 et jusqu’au passage 35 
pour les SK-MEL28. Les cellules B16F10 sont cultivées dans du milieu RPMI1640 
supplémenté par 10% de sérum de veau foetal et par 2mM de L-Glutamine. Les cellules SK-
MEL28 sont cultivées dans du milieu RPMI1640 supplémenté par 10% de sérum de veau 
foetal inactivé par un traitement d’une heure à 55°C, et supplémenté par 2 mM de L-
Glutamine. Lors des passages, le milieu des cellules est aspiré, les cellules sont lavées au PBS 
puis elles sont incubés pendant quelques minutes avec de la trypsine. Les cellules sont 
décrochées avec leur milieu complet respectif, comptés par numération automatique avec un 
Coulter, et elles sont ensemencées dans leur milieu complet à la concentration souhaitée. Les 
cellules sont incubées à 37°C dans une atmosphère humide à 5% en dioxyde de carbone. 
3) Transfection de siRNA 
Les expressions de NOR1, Nur77, ATG7, Vps34, Beclin1 et LXRβ sont éteintes par un pool 
de 4 siRNAs spécifiques de chaque ARNm codant les protéines murines (siNOR1 ; Nur77 ; 
ATG7 ; Vps34 ; Beclin1 ; LXRβ) ou humaines (siNOR1 ; Nur77 ; ATG7 ; Vps34 ; Beclin1 ; 
LXRβ) accompagnées d’une transfection témoin d’un siRNA contrôle (siSC). Les cellules 
B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées respectivement à 300000 cellules et à 500000 
cellules par boites 10 cm. Quatre heures après l’ensemencement, le milieu complet est aspiré, 
les cellules sont lavées une fois au PBS et 1,8 ml de milieu OptiMEM sont déposés sur les 
cellules. Pour chaque boîte 10 cm, une solution I contenant les siRNAs est préparée en diluant 
7,5 µl d’une solution de siRNAs à 20 µM dans 600 µl d’OptiMEM et homogénéisée en 
vortexant. Une solution II contenant l’agent de transfection est préparée en diluant 6 µl de 
DharmaFECT1 (Dharmacon) dans 600 µl d’OptiMEM et homogénéisée par agitation douce 
par retournement. Une solution de transfection est préparée à partir du mélange de 607,5 µl de 
solution I avec 606 µl de solution II, elle est homogénéisée par agitation douce par 
retournement et incubée à T.A. pendant 20 minutes. La solution de transfection est déposée 
sur les cellules et homogénéisée par basculement de la boîte 10 cm. Les cellules sont incubées 
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pendant 5 heures à 37°C puis la solution de transfection est aspirée et remplacée par du milieu 
complet.   
4) Coloration cellulaire au Bleu Trypan 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées dans des plaques 6 puits à 60000 
cellules par puits dans du milieu complet et incubées à 37°C pendant 24 heures. Les cellules 
sont traitées avec les molécules pendant 24, 48 ou 72 heures. Après le temps de traitement 
voulu, les cellules surnageantes sont récupérées et les cellules adhérentes sont décrochées par 
incubation de 10 minutes à 37°C avec de l’EDTA à 1 mM dans du PBS. Les cellules 
adhérentes et surnageantes sont rassemblées dans un même tube et soumises à une 
centrifugation à 1500 rpm pendant 5 minutes à température ambiante. Le surnageant est aspiré 
incomplètement en laissant environ 100 µl de surnageant au-dessus des culots. 10 µl de Bleu 
trypan sont ajoutés à chaque culot qui est resuspendu par aspiration et refoulement doux. Les 
cellules sont déposées sur une cellule de Mallassez et comptées au microscope photonique. Le 
pourcentage de cellules mortes est défini en divisant le nombre de cellules bleues par le 
nombre total de cellules comptées. Le pourcentage de mort cellulaire avec la DDA est corrigé 
par la soustraction du pourcentage de mort cellulaire dans le contrôle correspondant. 
5) Etude du cycle cellulaire en cytométrie de flux 
Des cellules B16 F10 et SK-MEL28 sont respectivement ensemencées à 300000 cellules et à 
500000 cellules par boîte 10 cm. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont 
traitées avec la DDA pendant 24, 48 ou 72 heures. Le milieu des cellules est récupéré, et les 
cellules adhérentes sont décrochées avec du PBS 1 mM EDTA pendant 10 minutes. Les 
cellules sont centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Les culots sont resuspendus 
avec du PBS et 600000 cellules sont culotées à 1500 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Les culots 
sont resuspendus avec 600 µl de PBS, les cellules sont dissociées avec une seringue 0,5 ml et 
les cellules sont fixées dans 1,5 ml d’éthanol abolu pendant 30 minutes à 4°C. Les cellules 
sont ensuite lavées deux fois avec du PBS et colorées avec de l’iodure de propidium (100 
µg/ml de RNase A dans du PBS, 0,25% Tween 20, 50 µg/ml d’iodure de propidium) pendant 
une heure à 37°C. Les cellules sont analysées avec le cytomètre en flux FACScalibur (Becton 
Dickinson). La proportion des cellules dans chaque phase du cycle cellulaire est calculée avec 
le logiciel CellQuest (BD Biosciences) à partir de la mesure du taux de fluorescence à 530 nm 
de 100000 cellules. 
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6) Marquage cellulaire Annexin V-FITC / Iodure de Propidium 
Des cellules B16 F10 et SK-MEL28 sont respectivement ensemencées à 300000 cellules et à 
500000 cellules par boîte 10 cm. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont 
traitées avec la DDA pendant 24, 48 ou 72 heures. Le milieu des cellules est récupéré, et les 
cellules adhérentes sont décrochées avec du PBS 1 mM EDTA pendant 10 minutes. Les 
cellules sont centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Les culots sont resuspendus 
avec du PBS et 600000 cellules sont culotées à 1500 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Les 
cellules sont resuspendus dans du tampon de liaison (10 mM Hepes pH 7,4, 140 mM NaCl, 
2,5 mM CaCl2, 0,1% albumine sérique bovine). Les cellules sont ensuite incubées avec 
l’Annexin V-FITC dans la glace pendant 15 minutes. 380 µl de tampon de liaison sont ajoutés 
avec 0,5 mg/ml d’iodure de propidium (IP) juste avant l’analyse avec le cytomètre en flux 
FACScalibur (Becton Dickinson). Le pourcentage de cellules positives pour Annexin V-
FITC/IP est déterminé avec le logiciel CellQuest (BD Biosciences). 
7) Mesure du potential transmembranaire mitochondrial et des ROS 
Des cellules B16 F10 et SK-MEL28 sont respectivement ensemencées à 300000 cellules et à 
500000 cellules par boîte 10 cm. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont 
traitées avec la DDA pendant 24, 48 ou 72 heures. Le milieu des cellules est récupéré, et les 
cellules adhérentes sont décrochées avec du PBS 1 mM EDTA pendant 10 minutes. Les 
cellules sont centrifugées à 1500 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Pour mesurer la différence de 
potentiel transmembranaire mitochondrial (ΔΨm), les cellules sont incubées avec 40 nM de 
DiOC6(3) (Molecular Probes) avec ou sans 100 mM carbonyl cyanide m-
chlorophenylhydrazone (CCCP) pendant 15 minutes à 37°C. Pour déterminer la génération 
d’anion superoxide, les cellules sont incubées pendant 15 minutes à 37°C en présence de 10 
mM de HE (Molecular Probes). Après incubation avec le DiOC6(3) ou le HE, les cellules sont 
immédiatement analysées avec le cytomètre en flux FACScalibur (Becton Dickinson). Le 
DiOC6(3) est excité à 488 nm et l’émission de fluorescence est détectée à 525 nm. Le HE est 
excité à 490 nm et détecté à 620 nm. Les résultats sont analysés avec le logiciel CellQuest 
(BD Biosciences). 
8) Western Blot 
Les cellules sont récupérées par grattage directement dans leur milieu et centrifugées à 1500 
rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le surnageant est aspiré et les culots sont lysés avec le tampon 
de lyse I (Tris-HCl 12 mM pH 6,8, 0,4% SDS, 2% glycérol, 1% cocktail d’inhibiteurs de 
protéase (Sigma)) pour analyser l’expression de PARP et LXRβ ou le tampon de lyse II (1% 
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Triton X-100, 5mM NaCl, 50mM Tris-HCl pH 7.4, 10% glycerol, 1mM NaF, 1% cocktail 
inhibiteur de protéase) suivi d’une incubation de 5 minutes dans la glace. Chaque lysat est 
vortexé 2 fois pendant 5 secondes, soniqué 2 secondes et centrifugé à 10000 rpm pendant 10 
minutes à 4°C. Le surnageants est récupéré, il constitue l’extrait cellulaire. Les concentrations 
protéiques des extraits cellulaires sont dosées par la méthode de Bradford en dosant 1 µl 
d’extrait cellulaire dans du réactif de Bradford (Bio-Rad). Pour déterminer la concentration 
protéique, une gamme étalon est préparée avec des concentrations croissantes en albumine 
bovine sérique avec 1 µl de tampon de lyse dans chaque tube de la gamme étalon et le réactif 
de Bradford. Les absorbances sont mesurées au spectrophotomètre à 595 nm et les 
concentrations déterminées à partir de la droite étalon. Du tampon de charge Laemmli 
contenant 1 mM de DTT est ajouté aux extraits cellulaires qui sont ensuite dénaturés à 95°C 
pendant 5 minutes.  
Les extraits sont déposés à quantité de protéine égale sur des gels de polyacrylamide 
dénaturants avec gel de concentration. La migration des protéines est effectuée dans du 
tampon de migration (192 mM Glycine, 50 mM Tris, 0,1% SDS) en appliquant un courant de 
80V dans le gel de concentration et de 150V dans le gel de séparation. Les protéines sont 
ensuite transférées du gel de polyacrylamide vers une membrane de PolyVinylDiFluoridène 
(PVDF) dans un tampon de transfert (192mM Glycine, 50 mM Tris-HCl pH 8,4, 10% 
méthanol) en appliquant un courant de 500 mA pendant 2 heures. Les membranes sont 
saturées pendant une heure dans une solution de TBS-T Lait (50 mM Tris pH 7,4, 0,1% 
Tween 20, 5% lait délipidé lyophilisé) et elles sont ensuite incubées pendant 16 heures avec 
l’anticorps primaire dilué dans du TBS-T Lait (dilution 1/200ème pour les anticorps anti-LXRα 
(P-20, SantaCruz), anti-LXRβ (Y-16, SantaCruz) et anti-Beclin1 (SantaCruz) ; dilution au 
1/500ème pour les anticorps anti-NOR1 (Novus biologicals), anti-Nur77 (Active Motif), anti-
ATG7 (Cell Signaling) et anti-Vps34 (Cell Signaling) ; dilution 1/1000ème pour les anticorps 
anti-Bax (Millipore), ani-Bcl-2 (Millipore) et anti-PARP (Cell Signaling) ; dilution au 
1/10000ème pour les anticorps anti-LC3 (Sigma) et anti-Actin (Millipore)). Les membranes 
sont lavées 3 fois dans du TBS-T et incubées pendant 2 heures avec l’anticorps secondaire 
couplé à l’HRP (Horse Radish Peroxidase) correspondant à l’espèce de l’anticorps primaire 
dilué au 1/10000ème dans du TBS-T Lait. Les membranes sont lavées 4 fois au TBS-T et une 
fois au PBS. Une solution d’ECL (Enhanced ChemiLuminescence) est déposée sur chaque 
membrane et la chimioluminescence des membranes est captée par autoradiographie 
(Hyperfilm ECL, Amersham) et révélation avec une développeuse. 
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9) Immunofluorescence 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées sur des lamelles stériles dans des 
plaque 6 puits à 60000 cellules par puit pour les cellules B16F10 et à 80000 cellules par puit 
pour les cellules SK-MEL28. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont traitées 
avec les molécules d’intérêt. Après 24 heures de traitement, le milieu est aspiré et les cellules 
sont fixées en déposant du PBS 3,7% paraformaldéhyde dans les puits. Après 15 minutes 
d’incubation à T.A., les puits sont rincés deux fois avec du PBS et les cellules sont 
perméabilisées avec PBS 1% BSA, 0,05% Saponin pendant 10 minutes à T.A. Les cellules 
sont ensuite saturées avec PBS 3% BSA, 0,05% Saponin à T.A. pendant 30 minutes puis les 
lamelles sont retournées sur une goutte de 20 µl d’anticorps primaire (anti-NOR1 (Novus 
biologicals), anti-Nur77 (Active Motif), anti-Hsp60 (SantaCruz) ou anti-AIF (Abcam)) dilué 
au 1/100ème dans du PBS 1% BSA, 0,05% Saponin pendant 1 heure à T.A. dans une 
atmosphère humide. Les lamelles sont replacées dans leur puit et lavées deux fois avec PBS 
1% BSA, 0,05% Saponin. Les lamelles sont retournées sur une goutte de 20 µl du second 
anticorps primaire (anti-NOR1 (Novus biologicals), anti-Nur77 (Active Motif), anti-Hsp60 
(SantaCruz) ou anti-AIF (Abcam)) dilué au 1/100ème dans du PBS 1% BSA, 0,05% Saponin 
pendant 1 heure à T.A. dans une atmosphère humide. Les lamelles sont replacées dans leur 
puit et lavées deux fois avec PBS 1% BSA, 0,05% Saponin. Les anticorps secondaires 
correspondant aux espèces des anticorps primaires et couplés à un fluorophore (anti-mouse 
488 nm, anti-mouse 597 nm, anti-rabbit 488 nm ou anti-rabbit 597 nm (Alexa Fluor)) sont 
dilués au 1/500ème dans du PBS 1% BSA, 0,05% Saponin et 200 µl sont déposés sur chaque 
lamelle et incubé pendant 1 heure à T.A à l’abri de la lumière. Les lamelles sont lavées deux 
fois avec du PBS puis elles sont retournées sur une goutte de 20 µl de Mowiol 0,1% DAPI sur 
une lame en verre qui est conservée à 4°C à l’abri de la lumière. Les lamelles sont observées 
avec un microscope à fluorescence et l’acquisition des images est réalisée avec le logiciel 
Nikon Element 3.0. 
10) Coloration cellulaire à la MonoDensylCadavérine (MDC) 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées sur des lamelles stériles dans des 
plaque 6 puits à 60000 cellules par puit pour les cellules B16F10 et à 80000 cellules par puit 
pour les cellules SK-MEL28. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont traitées 
avec les molécules d’intérêt. Après 24 heures de traitement, le milieu est aspiré et du milieu 
RPMI1640 50 µM MDC, sans sérum est déposé sur les cellules qui sont incubées pendant 1 
heure à 37°C. Le milieu est aspiré et les cellules sont fixées avec PBS 3,7% paraformaldéhyde 
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pendant 15 minutes. Les lamelles sont lavées deux fois au PBS puis retournées sur une goutte 
de 20 µl de Mowiol sur une lame en verre qui est conservée à 4°C à l’abri de la lumière. Les 
lamelles sont observées avec un microscope à fluorescence avec le filtre DAPI et l’acquisition 
des images est réalisée avec le logiciel Nikon Element 3.0. 
11) Microscopie électronique à transmission 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées dans des plaques 6 puits respectivement 
à 60000 cellules et à 80000 cellules par puit. 24 heures après avoir été ensemencées, les 
cellules sont traitées avec la DDA pendant 24 heures. Les cellules sont fixées dans du tampon 
phosphate de Sorensen à 100 mM pH 7,4, 2% glutaraldéhyde pendant une heure. Les cellules 
sont ensuite lavées avec du tampon phosphate de Sorensen 100 mM pendant 12 heures. Les 
cellules sont incubées avec 1% OsO4 dans du tampon phosphate de Sorensen à 50 mM, 250 
mM glucose pendant une heure. Les cellules sont ensuite lavées deux fois avec de l’eau 
distillée et pré-marquées avec une solution acqueuse avec 2% d’acétate d’uranyle pendant 12 
heures. Les échantillons sont déshydratés par une augmentation progressive du degré 
d’éthanol et inclus dans une résine époxy (Epon 812). Des coupes ultrafines de 50 nm sont 
montées sur une grille de cuivre enduite de collodion et elles sont incubées avec de l’éthanol 
50%, 3% d’acétate d’uranyle, 8,5% de citrate de plomb avant d’être observées sous un 
microscope Hitachi HT7700 sous une tension de 80 kV. L’acquisition des images est 
effectuée par une caméra CCD.  
12) Observation du flux autophagique par GFP-LC3 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 sont respectivement ensemencées à 300000 cellules et à 
400000 cellules par boîte 10 cm. 24 heures après avoir été ensemencées, les cellules sont 
lavées au PBS et 1,8 ml de milieu OptiMEM sont déposés sur les cellules. Pour chaque boîte 
10 cm, une solution I contenant 5µg de plasmide pCMV-GFP-LC3 est préparée dans de 
l’OptiMEM et homogénéisée en vortexant. Une solution II contenant l’agent de transfection 
est préparée en diluant 4,3 µl de PolyEthylenImine (PEI, Sigma) dans 600 µl d’OptiMEM et 
homogénéisée en vortexant. Une solution de transfection est préparée à partir du mélange de 
600 µl de solution I avec 600 µl de solution II, elle est homogénéisée en vortexant et incubée 
à T.A. pendant 20 minutes. La solution de transfection est déposée sur les cellules et 
homogénéisée par basculement de la boîte 10 cm. Les cellules sont incubées pendant 5 heures 
à 37°C puis la solution de transfection est aspirée et remplacée par du milieu complet. 24 
heures après la transfection, les cellules sont repiquées sur des lamelles stériles dans des 
plaques 6 puits à 60000 cellules par puit dans du milieu complet. Les cellules sont traitées 6 
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heures après avoir été ensemencées avec la DDA. Après 24 heures de traitement, le milieu est 
aspiré et les cellules sont fixées avec du PBS 3,7% paraformaldéhyde. Les lamelles sont 
lavées deux fois avec du PBS puis retournées sur une goutte de 20 µl de Mowiol sur une lame 
en verre qui est conservée à 4°C à l’abri de la lumière. Les lamelles sont observées avec un 
microscope à fluorescence avec le filtre FITC et l’acquisition des images est réalisée avec le 
logiciel Nikon Element 3.0. 
13) Essai luciférase 
Les cellules B16F10 sont ensemencées à 300000 cellules par boîte 10 cm. 24 heures après 
avoir été ensemencées, les cellules sont lavées au PBS et 1,8 ml de milieu OptiMEM sont 
déposés sur les cellules. Pour chaque boîte 10 cm, une solution I contenant 5µg de plasmide 
(pCMX-NR1H3 (LXRα) ou pCMX-NR1H2 (LXRβ) + pCMX-NR2B1 (RXRα) + pCMX-
DR4-Luciférase) est préparée dans de l’OptiMEM et homogénéisée en vortexant. Une 
solution II contenant l’agent de transfection est préparée en diluant 4,3 µl de 
PolyEthylenImine (PEI, Sigma) dans 600 µl d’OptiMEM et homogénéisée en vortexant. Une 
solution de transfection est préparée à partir du mélange de 600 µl de solution I avec 600 µl 
de solution II, elle est homogénéisée en vortexant et incubée à T.A. pendant 20 minutes. La 
solution de transfection est déposée sur les cellules et homogénéisée par basculement de la 
boîte 10 cm. Les cellules sont incubées pendant 5 heures à 37°C puis la solution de 
transfection est aspirée et remplacée par du milieu complet. 24 heures après la transfection, 
les cellules sont repiquées dans des plaques 12 puits à 30000 cellules par puit dans du milieu 
complet. Les cellules sont traitées avec les molécules d’intérêt 6 heures après avoir été 
ensemencées. Après 16 heures de traitement, le milieu est aspiré et 100 µl de tampon de lyse 
Passive Lysis Buffer (PLB, Promega) sont déposés dans chaque puit. Les plaque 12 puits sont 
incubées une heure à -80°C puis après décongélation les lysats sont récupérés dans des tubes 
eppendorf 1,5 ml, vortexés 5 secondes puis centrifugés à 10000 rpm pendant 10 minutes à 
4°C. Les surnageant sont récupérés et constitue l’extrait cellulaire. 40 µl d’extrait cellulaire 
sont déposés dans chaque puit d’une plaque 96 puits adaptée au luminomètre. L’activité 
luciférase de chaque extrait est déterminé par un luminomètre qui ajoute 100 µl de substrat de 
la luciférase (LAR : Luciferase Assay Reagent, Promega) et qui mesure l’activité luciférase 
pendant une minute à 30°C. En parallèle, un dosage de Bradford est effectué sur les extraits. 
L’activité luciférase obtenu pour chaque extrait, exprimée en unité arbitraire, est normalisée 
par sa concentration protéique. 
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14) Etude de liaison à l’équilibre de la DDA aux LXRs 
Dans des tubes eppendorf 1,5 ml, 100 µl de ligand froid solubilisé à la concentration voulue 
dans le tampon de binding (10 mM Tris pH 7,5, 1,5 mM EDTA, 2 mM DTT, 2 mM CHAPS, 
10 mg/ml de gamma-globuline) sont deposés puis 50 µl de ligand chaud ([3H]-25-
hydroxycholestérol) qui contiennent une activité spécifique de 0,4 µCi, puis les tubes sont 
vortexés. 50 µl du domaine de liaison du ligand du récepteur recombinant (GST-LBD-LXRα 
ou GST-LBD-LXRβ, Invitrogen), qui contiennent 250 ng de protéine recombinante, sont 
ajoutés à chaque tube, puis les tubes sont incubés pendant 24 heures à 4°C sous agitation à 
300 rpm sur un thermomixer en chambre froide. 50 µl de charbon coaté dextran (5% charbon 
actif + 0,5% Dextran dans tampon de binding sans gamma-globuline) sont ajoutés à chaque 
tube, homogénéisés par aspiration et refoulement doux et 50 µl sont prélevés directement et 
déposés dans un pot à scintillation pour être comptés (radioactivité totale (RT)). Les tubes 
sont placés sur le thermocycler à 4°C sous agitation à 400 rpm pendant 15 minutes. Les tubes 
sont centrifugés à 10000 rpm pendant 5 minutes à 4°C. 50 µl de surnageant sont prélevés et 
déposés dans un pot à scintillation pour être compté (surnageant = radioactivité liée (RL)). 
Les pots à scintillation sont comptés 1 minute chacun et les résultats sont exprimés en dpm 
(désintégration par minute). La liaison non spécifique (LNS) est déterminée par la mesure de 
la radioactivité liée dans un tube contenant un excès d’agoniste froid des LXRs (GW3965 à 
10 µM) qui déplace complètement la radioactivité spécifique. La valeur de liaison non 
spécifique est obtenue en divisant la radioactivité liée par la radioactivité totale. Pour le calcul 
de la valeur de [3H]-25-hydroxycholestérol lié spécifiquement au LBD du LXR testé dans 
chaque condition (liaison spécifique : LS), la radioactivité liée est divisée par la radioactivité 
totale, puis la valeur de liaison non spécifique est soustraite à la valeur de radioactivité liée 
obtenu. Pour obtenir le pourcentage de liaison spécifique par rapport à la condition contrôle 
(%LS), le résultat obtenu est divisé par la valeur de liaison spécifique de la condition contrôle 
sans ligand froid (LS contrôle) puis multiplié par 100 pour obtenir un pourcentage de liaison 
spécifique du [3H]-25-Hydroxycholestérol au LBD du LXR testé par rapport à la condition 
contrôle pour laquelle on considère une liaison spécifique de 100%. 
- Liaison non spécifique (LNS) en présence d’un excès d’agoniste froid : 
LNS = RL/RT 
- Liaison spécifique pour chaque condition : 
LS = (RL/RT) – LNS 
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- Pourcentage de liaison spécifique par rapport à la condition contrôle : 
%LS = (LS/LS contrôle) x 100 
Pour déterminer l’IC50 de la DDA sur les LXRs liés au [3H]-25-Hydroxycholestérol, 9 
concentrations en DDA ont été utilisés sur une gamme de 10 nM à 10 µM permettant de 
définir une courbe logarithmique d’équation : % de liaison = f(-log[DDA]. L’IC50 est la 
concentration en DDA capable de déplacer 50% du [3H]-25-Hydroxycholestérol lié au LBD 
du LXR concerné. 
15) Extraction d’ARN 
Des cellules B16F10 et SK-MEL28 sont ensemencées dans des boîtes 10 cm à 300000 
cellules et à 400000 cellules par boîte 10 cm respectivement. 24 heures après avoir été 
ensemencées, les cellules sont traitées pendant 6 heures avec les molécules d’intérêt puis le 
milieu est aspiré et 1 ml de Trizol (Invitrogen) est réparti sur la surface chaque boîte. Le lysat 
cellulaire obtenu est récupéré et centrifugé à 10000 rpm pendant 5 minutes à 4°C. Le 
surnageant est récupéré et 200 µl de chloroforme sont ajoutés et les tubes sont vortexés. Après 
une incubation de 5 minutes à T.A., les tubes sont centrifugés à 16000g pendant 10 minutes à 
4°C. La phase supérieure est récupérée, 500 µl d’isopropanol froid sont ajoutés suivi d’une 
homogénéisation en vortexant puis d’une incubation de 10 minutes à T.A. Les tubes sont 
centrifugés à 16000g pendant 10 minutes à 4°C, le surnageant est éliminé et 800 µl d’éthanol 
à 75% sont déposés sur les culots et les tubes sont centrifugés à 16000g pendant 5 minutes à 
4°C. Le surnageant est éliminé, les culots sont séchés à l’air libre à T.A. puis ils sont 
resuspendus dans 30 µl d’eau distillée stérile et vortexés. Les ARNs sont dosés au Nanovue et 
le rapport d’absorbance A260 nm/A280 nm est déterminé pour évaluer la pureté des ARNs 
obtenus. 
16) PCR quantitative 
Les ARNm sont reverse-transcrits en effectuant un mélange réactionnel contenant 1 µg 
d’ARN, 4 µl de tampon de reverse-transcription 5X (iScript, Bio-Rad), 1 µl de Reverse-
Transcriptase (iScript, Bio-Rad) et de l’eau distillée stérile q.s.p 20 µl. Le programme du 
thermocycleur dans lequel sont placés les échantillons comprend 5 minutes à 25°C, 30 
minutes à 42°C et 5 minutes à 85°C. Les ADNc obtenus sont conservés à -80°C. La 
préparation de la plaque 96 puits analysée en PCR quantitative s’effectue en déposant dans 
chaque puit 25 ng d’ADNc, 200 ng d’amorce sens, 200 ng d’amorce anti-sens, 12,5 µl de 
SyBR Green Supermix (Bio-Rad) et de l’eau distillée stérile q.s.p. 25 µl. La PCR quantitative 
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est réalisée par un iCycler (Bio-Rad). Pour quantifier la variation d’expression relative d’un 
gène d’intérêt en présence d’un traitement, la valeur de Ct (Cycle treshold = cycle seuil) de ce 
gène avec le traitement est divisée par la valeur de Ct du gène dans la condition traitement 
contrôle, ce qui permet l’obtention d’une valeur de ΔCt. Le même calcul est effectué avec un 
gène de référence entre les deux traitements comparés. Le ΔCt du gène d’intérêt est divisé par 
le ΔCt du gène de référence, ce qui permet l’obtention d’un ΔΔCt qui est la variation 
d’expression relative du gène considéré en présence d’un traitement donné. 
17) Dosage de la DDA dans les tissus de souris LXR knockout 
Les tissus de souris LXRαβ-/- proviennent du laboratoire de Jean-Marc Lobaccaro (Aubière, 
France). Le protocole utilisé pour doser la DDA dans les tissus des souris LXRαβ-/- est le 
même que celui décrit dans la partie « Materials and methods » de l’article 5.  
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Article 1 
La Dendrogénine A induit une mort cellulaire apoptotique et 
autophagique dépendante de NOR1 et Nur77 en ciblant LXRβ dans 
des cellules de mélanome métastatique 
 
Grégory Ségala et al.(en préparation) 
 
INTRODUCTION 
Le tamoxifène est le traitement de référence pour combattre les cancers du sein qui expriment 
le récepteur des oestrogènes 35. La cible principalement caractérisée du tamoxifène est le 
récepteur des oestrogènes (ER). En se liant à ER, le tamoxifène empêche l’action mitogénique 
des oestrogènes comme le 17-β-oestradiol et inhibe la pousse tumorale. Le tamoxifène se lie à 
une autre cible de haute affinité qui est le site de liaison des anti-oestrogènes (AEBS = 
AntiEstrogen Binding Site), qui lie aussi les autres classes de SERMs, mais qui ne lie pas les 
oestrogènes ni les SERDs comme le Fulvestrant. Notre équipe a montré qu’AEBS est 
impliqué dans l’induction par le tamoxifène de la différenciation et de la mort des cellules 
cancéreuses mammaires MCF-7 116, 117. Récemment, nous avons montré qu’AEBS porte 
l’activité enzymatique cholestérol-5,6-époxyde hydrolase (ChEH) qui est inhibée par les 
ligands d’AEBS dont le tamoxifène 121. L’inhibition de la ChEH provoque une accumulation 
de cholestérol-5,6-époxydes (CEs) qui activent le récepteur nucléaire des oxystérols, le Liver 
X Receptor beta (LXRβ) (Article 2). Nous avons établit que LXRβ est impliqué dans les 
effets différenciants et cytotoxiques du tamoxifène. 
Le complexe AEBS porte un site de liaison à l’histamine identifié par Brandes et al. en 1985 
125. Les ligands d’AEBS provoquent une accumulation de CEs qui sont à proximité de 
l’histamine se liant à AEBS et qui peuvent potentiellement réagir ensemble. Cette hypothèse 
métabolique a conduit l’équipe à synthétiser le produit de la réaction putative entre le CEα et 
l’histamine qui fut appelé Dendrogénine A (DDA) 124. De Medina et al. ont montré in vitro 
que la DDA est un puissant inducteur de la différenciation de cellules cancéreuses de diverses 
origines telles que des cellules cancéreuses mammaires, des cellules leucémiques et des 
cellules de mélanome métastatique. A des concentrations de l’ordre du micromolaire, la DDA 
induit efficacement la mort des cellules cancéreuses, même pour les lignées cellulaires 
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cancéreuses particulièrement aggressives comme le mélanome métastatique. In vivo, la DDA 
ralentit considérablement la pousse tumorale (Article 5). L’augmentation de la survie des 
souris traitées avec la DDA est significativement meilleure que la survie des souris traitées 
avec les chimiothérapies de référence utilisés actuellement en clinique comme le tamoxifène 
pour les cancers mammaires qui expriment le récepteur des oestrogènes ou la dacarbazine 
pour le traitement des mélanomes. La DDA se place donc comme un candidat médicament 
prometteur pour le traitement de plusieurs types de cancers. La découverte de la DDA ne 
découle pas d’un crible haut-débit de composés de synthèse mais d’une hypothèse 
métabolique, qui ouvre la possibilité que la DDA puisse être une molécule naturelle. La DDA 
a donc été recherchée dans des tissus murins et humains sains, et dans des lignées cellulaires 
tumorales. La DDA a pu être dosée à des concentrations comprises entre 50 et 500 nM dans 
des tissus murins et humains mais elle demeure indétectable dans toutes les lignées cellulaires 
cancéreuses testées ainsi que dans des tumeurs de patients (Article 5). Cela montre que la 
DDA est un métabolite naturel retrouvé chez les mammifères, dont l’Homme, qui n’est pas 
présent dans les tissus tumoraux. Cela suggère que la DDA puisse être un métabolite 
suppresseur de tumeur et renforce l’intérêt de l’étude des mécanismes d’action fondamentaux 
de la DDA dans les cellules tumorales. Le but de cette étude est d’élucider le type de mort 
cellulaire ainsi que les mécanismes moléculaires de mort induits par la DDA dans des cellules 
de mélanome métastatique murines (B16F10) et humaines (SK-MEL28), d’identifier la cible 
de la DDA et de caractériser son implication dans les effets cytotoxiques de la DDA. 
 
RESULTATS 
La DDA induit une mort cellulaire par apoptose qui implique la mitochondrie dans des 
cellules de mélanome. 
Pour étudier la mort cellulaire induite par la DDA, nous avons choisi des concentrations en 
DDA supérieures aux IC50 de cytotoxicité de la DDA définies précédemment sur les cellules 
B16F10 et SK-MEL28 124. A une concentration de 2,5 µM, la DDA induit des caractéristiques 
morphologiques de différenciation cellulaire avec une émission de dendrites, comme cela 
avait déjà été montré 124, et une cytotoxicité modérée (Figure 1A). A une concentration de 5 
µM, les cellules sont arrondies, n’adhèrent plus et certaines ont une couleur foncée ce qui 
suggère une forte cytotoxicité de la DDA.  
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Figure 1 : La DDA induit une mort apoptotique mitochondriale. A. Observation au microscope photonique 
de cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées avec la DDA. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec 
la DDA à 2,5 µM ou à 5 µM pendant 24 heures et observées directement sous un microscope photonique. B. 
Cinétique de la mort cellulaire induite par la DDA. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la 
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DDA à 2,5 µM ou à 5 µM pendant 24, 48 ou 72 heures. La mort cellulaire a ensuite été quantifiée par la méthode 
de coloration au bleu trypan. La mort cellulaire induite par la DDA est exprimée en pourcentage relatif de la 
mort cellulaire observée dans la condition contrôle. C. Répartition des cellules traitées avec la DDA dans le 
cycle cellulaire. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 5 µM pendant 48 à 72 heures. 
L’étude du cycle cellulaire a été réalisée après coloration des cellules à l’iodure de propidium (IP) et l’analyse a 
été effectuée par un cytomètre en flux. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules comptées en fonction 
de l’intensité de fluorescence de l’IP représentative de la quantité d’ADN présente dans chaque cellule. D. 
Morphologie nucléaire provoquée par un traitement avec la DDA. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été 
traitées avec la DDA à 5 µM pendant 24 heures, colorées avec le DAPI et leurs noyaux ont été observés avec un 
microscope à fluorescence. E. Détermination de l’induction de l’apoptose par la DDA. Les cellules B16F10 et 
SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM ou à 5 µM pendant 24 heures puis elles ont été marquées avec 
l’Annexin V-FITC et l’IP et analysées en cytométrie en flux. Les résultats sont exprimés en intensité de 
fluorescence de l’IP en fonction de l’intensité de fluorescence de l’Annexin V-FITC pour chaque cellule. F. 
Potentiel transmembranaire mitochondrial et production d’espèces oxygénées réactives (ROS) par la DDA. Les 
cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 5 µM pendant 24 heures et marquées avec le 
DiOC6(3) ou l’HE pour analyser respectivement le potentiel transmembranaire mitochondrial ou la production 
de ROS avec un cytométre en flux. Les résultats sont exprimés en nombre de cellules comptées en fonction de 
l’intensité de fluorescence. G. Expression de Bax et Bcl-2 et profil protéique de PARP. Les cellules B16F10 et 
SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM (Bax, Bcl-2) ou à 5 µM (PARP) pendant 16 (Bax, Bcl-2) ou 
24 heures (PARP). Les protéines ont été extraites par lyse des cellules traitées puis analysées par western blot. 
L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. H. Proportion de cellules en phase sub-G1 après traitement avec 
la DDA avec ou sans zVAD-fmk. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 5 µM avec 
ou sans zVAD-fmk à 50 µM pendant 48 heures. Les cellules ont ensuite été colorées avec l’IP et la proportion de 
cellules en phase subG1 a été déterminée par un cytomètre de flux. Le résultat est exprimé en pourcentage relatif 
de la proportion de cellules en phase subG1 avec un traitement avec la DDA en absence de zVAD-fmk. I. Mort 
cellulaire induite par la DDA en présence ou en absence de zVAD-fmk. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont 
été traitées avec la DDA à 2,5 µM avec ou sans zVAD-fmk à 50 µM pendant 24 heures. La mort cellulaire a 
ensuite été quantifiée par la méthode de coloration au bleu trypan. La mort cellulaire est exprimée en 
pourcentage relatif de la mort cellulaire observée avec un traitement avec la DDA en absence de zVAD-fmk. 
Nous avons quantifié le pourcentage de mort cellulaire total avec la méthode de coloration 
cellulaire au bleu trypan (Figure 1B). Dans les cellules B16F10, la DDA provoque 100% de 
mort cellulaire en 24 heures à une concentration de 5 µM, et 100% de mort cellulaire en 72 
heures à 2,5 µM en DDA. Dans les cellules SK-MEL28, la mort cellulaire atteint 100% en 48 
heures avec 5 µM en DDA, alors que 85% des cellules SK-MEL28 sont mortes après 72 
heures de traitement avec la DDA à 2,5 µM. Cela montre que la DDA a un effet cytotoxique 
dose- et temps-dépendant avec une plus forte sensibilité à la DDA des cellules B16F10 que 
des cellules SK-MEL28. Nous avons ensuite analysé la répartition des cellules traitées à la 
DDA dans le cycle cellulaire en cytométrie de flux avec un marquage des cellules à l’iodure 
de propidium (IP) (Figure 1C). La proportion de cellules B16F10 en subG1, qui est 
caractéristique d’une population cellulaire subissant une dégradation de l’ADN 456, est de 
1,02% dans le contrôle et de 25,03% avec la DDA. Dans les SK-MEL28, 1,33% de cellules 
sont en subG1 dans le contrôle alors que ce pourcentage s’élève à 34,28% avec la DDA. Une 
coloration nucléaire au DAPI montre que la DDA provoque une condensation et une 
fragmentation nucléaire qui peut expliquer l’augmentation du nombre de cellules en subG1 
causée par la DDA (Figure 1D). Ces résultats suggèrent que la DDA induit une mort cellulaire 
par apoptose puisque la condensation et la fragmentation de la chromatine sont des 
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caractéristiques de mort cellulaire par apoptose 456. Pour vérifier cette hypothèse, nous avons 
effectué un double marquage Annexin V-FITC / IP (Figure 1E). Un traitement avec la DDA à 
2,5 µM induit un pourcentage de cellules Annexin V + / IP - de 18,81% pour les cellules 
B16F10 et 17,05% pour les cellules SK-MEL28. La présence d’une proportion élevée de 
cellules Annexin V + / IP - avec la DDA montre que la DDA induit l’apoptose. A une 
concentration en DDA de 5 µM, le pourcentage de cellules Annexin V + / IP - diminue par 
rapport à un traitement de 2,5 µM en DDA mais le pourcentage de cellules Annexin V + / IP 
+ augmente avec 77,36% de cellules marquées pour les cellules B16F10 et 64,67% pour les 
cellules SK-MEL28. La diminution de la proportion de cellules Annexin V + / IP - au profit 
de l’augmentation du nombre de cellules Annexin V + / IP + suggère une apoptose avancée 
des cellules qui est en accord avec la forte cytotoxicité de la DDA à 5 µM. Afin de voir si 
l’induction de l’apoptose provient d’une perturbation de l’intégrité de la mitochondrie, nous 
avons mesuré dans les cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées avec la DDA le potentiel 
transmembranaire mitochondrial (ΔΨm) ainsi que le taux d’espèces oxygénées réactives 
(ROS = Reactive Oxygen Species) qui s’accumulent lorsque la fonctionnalité de la 
mitochondrie est compromise (Figure 1F). La DDA induit une diminution du ΔΨm et une 
augmentation du taux de ROS dans les cellules B16F10 et SK-MEL28 ce qui suggère que 
l’origine de l’apoptose provoquée par la DDA puisse provenir d’une perturbation de la 
mitochondrie. Pour approfondir notre connaissance du mécanisme qui pourrait induire 
l’apoptose mitochondriale dans les cellules traitées avec la DDA, nous avons effectué une 
analyse de l’expression protéique du facteur pro-apoptotique Bax et du facteur anti-
apoptotique Bcl-2 en western blot (Figure 1G). Dans les deux lignées de mélanome, la DDA 
induit une augmentation de la quantité de Bax et une diminution de Bcl-2 qui provoque une 
augmentation du ratio Bax/Bcl-2 en faveur d’une perméabilisation de la membrane externe 
mitochondriale. La perméabilisation de la mitochondrie peut activer les caspases, par 
conséquent, nous avons analysé le profil protéique de la Poly-ADP Ribose Polymérase 
(PARP) qui est un substrat des caspases et un marqueur de l’activité des caspases d’un poids 
moléculaire de 110 kDa (Figure 1G) 456. PARP est spécifiquement clivée par les caspases en 
deux fragments de 90 et 20 kDa, ce que nous observons dans les cellules B16F10 et SK-
MEL28 traitées avec la DDA avec l’apparition d’une bande correspondant à une taille de 90 
kDa en-dessous de la PARP non clivée de 110 kDa. La DDA induit donc une mort 
apoptotique mitochondriale qui fait intervenir les caspases. Afin d’évaluer si la mort cellulaire 
induite par la DDA est dépendante de l’activité des caspases, nous avons co-traitées les 
cellules avec la DDA et le zVAD-fmk qui est un inhibiteur général des caspases effectrices. 
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Le zVAD-fmk inhibe l’accumulation des cellules traitées avec la DDA en sub-G1 (Figure 
1H). Cela montre que la dégradation de l’ADN provoquée par le traitement avec la DDA 
dépend d’une apoptose dépendante des caspases. Toutefois le zVAD-fmk n’a aucun effet sur 
la mort cellulaire totale provoquée par la DDA (Figure 1I). Cela suggère que l’inhibition 
d’une apoptose dépendante des caspases est compensée par un autre mécanisme de mort 
cellulaire déclenché par la DDA. 
 
Nur77, NOR1 et la relocalisation cytoplasmique de Nur77 sont nécessaires pour l’induction 
de la mort cellulaire par la DDA. 
Afin d’identifier un mécanisme de mort cellulaire induit par la DDA indépendant des 
caspases, nous avons analysé par qPCR array l’expression de plusieurs gènes impliqués dans 
l’induction d’une apoptose caspase-indépendante. Nous avons identifié une augmentation 
significative de l’expression de Nur77 et NOR1 qui sont des récepteurs nucléaires du groupe 
NR4A 127 parmi lesquels Nur77 a été décrit pour être relocalisé à la mitochondrie et induire 
une apoptose caspase-indépendante 457, 458. Nous avons confirmé les données de qPCR array 
en western blot où nous avons observé que la DDA induit une augmentation dose-dépendante 
de l’expression de Nur77 et NOR1 dans les cellules B16F10 et SK-MEL28 (Figure 2A).  
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Figure 2 : Implication de NOR1 et Nur77 dans la mort cellulaire induite par la DDA. A. Expression 
protéique de NOR1 et Nur77 sous l’effet de concentrations croissantes en DDA. Les cellules B16F10 et SK-
MEL28 ont été traitées pendant 16 heures avec la DDA à 1 µM, 2,5 µM ou 5 µM. Les protéines ont été extraites 
par lyse des cellules traitées et analysées par western blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. B, C. 
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Localisation cellulaire de Nur77 et AIF dans des cellules traitées avec la DDA avec ou sans Leptomycine B. Les 
cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM avec ou sans Leptomycine B à 10 nM 
pendant 24 heures puis elles ont été marquées avec les anticorps anti-Nur77 et anti-Hsp60 ou anti-AIF reconnus 
par des anticorps secondaires fluorescents. Les cellules ont ensuite été observées au microscope à fluorescence. 
Nur77 = rouge ; Hsp60 = vert ; AIF = vert ; DAPI = bleu. D. Mort cellulaire induite par la DDA en présence ou 
en absence de Leptomycine B. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM avec 
ou sans Leptomycine B à 10 nM pendant 24 heures. La mort cellulaire a ensuite été quantifiée par la méthode de 
coloration au bleu trypan. La mort cellulaire est exprimée en pourcentage relatif de la mort cellulaire observée 
avec un traitement avec la DDA en absence de Leptomycine B. E. Extinction de NOR1 et Nur77 avec des 
siRNAs spécifiques. Les expressions de NOR1 et Nur77 ont été éteintes par la transfection de siRNAs 
spécifiques des ARNm codant NOR1 et Nur77 dans les cellules B16F10 et SK-MEL28. Les extinctions des 
expressions protéiques de NOR1 et Nur77 ont été vérifiées par western blot 96 heures après la transfection sur 
les protéines extraites par lyse des cellules transfectées. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. F. Mort 
cellulaire induite par la DDA dans des cellules transfectées avec des siRNAs spécifiques de NOR1 et de Nur77. 
Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées pendant 24 heures avec la DDA à 2,5 µM 72 heures après la 
transfection de siRNAs ciblant NOR1 et Nur77. La mort cellulaire a ensuite été quantifiée par la méthode de 
coloration au bleu trypan. La mort cellulaire est exprimée en pourcentage relatif de la mort cellulaire observée 
avec un traitement avec la DDA dans des cellules transfectées avec un siRNA contrôle. 
Nous avons ensuite évalué si la DDA provoque une relocalisation de Nur77 et NOR1 à la 
mitochondrie en immunofluorescence (Figure 2B). La DDA provoque une relocalisation de 
Nur77 dans le cytoplasme et à la mitochondrie dans les deux lignées de mélanome, comme en 
témoigne sa co-localisation avec le marqueur mitochondrial Hsp60. Un traitement des cellules 
avec la Leptomycine B, qui est un inhibiteur du transport des protéines du noyau vers le 
cytoplasme 458, empêche la relocalisation cytoplasmique et mitochondriale de Nur77 induite 
par la DDA. En revanche, la DDA ne provoque pas de relocalisation de NOR1 qui reste dans 
le noyau et s’y accumule, ce qui est en accord avec l’augmentation de son expression induite 
par la DDA (Figure 3).  
 
Figure 3 : La DDA ne modifie pas la localisation cellulaire de NOR1. Localisation cellulaire de NOR1 dans 
des cellules traitées avec la DDA avec ou sans Leptomycine B. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été 
traitées avec la DDA à 2,5 µM avec ou sans Leptomycine B à 10 nM pendant 24 heures puis elles ont été 
marquées avec les anticorps anti-NOR1 et anti-Hsp60 reconnus par des anticorps secondaires fluorescents. Les 
cellules ont ensuite été observées au microscope à fluorescence. NOR1 = rouge ; Hsp60 = vert ; DAPI = bleu. 
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L’apoptosis-inducing factor (AIF) est une protéine mitochondriale qui est relarguée dans le 
cytoplasme lorsque la mitochondrie est perméabilisée et qui entre dans le noyau pour induire 
une apoptose indépendante des caspases 459. Il a été décrit dans la littérature que lorsque la 
protéine Nur77 est relocalisée à la mitochondrie, elle convertit Bcl-2 en facteur pro-
apoptotique 457 et provoque la libération de facteurs pro-apoptotiques de la mitochondrie dont 
AIF 458. Nous avons donc analysé la localisation cellulaire d’AIF dans les cellules B16F10 et 
SK-MEL28 traitées avec la DDA (Figure 2C). Le traitement avec la DDA n’induit pas de 
localisation nucléaire d’AIF qui reste localisé au niveau de la mitochondrie malgré la 
localisation mitochondriale de Nur77 dans les mêmes cellules. La Leptomycine B n’affecte 
pas la localisation d’AIF contrairement à Nur77 qui reste dans le noyau en présence de DDA. 
La localisation subcellulaire d’AIF n’est donc pas modifiée par un traitement avec la DDA, ce 
qui exclut une implication d’AIF dans la mort cellulaire induite par la DDA. Comme la 
Leptomycine B empêche la relocalisation cytoplasmique et mitochondriale de Nur77, nous 
avons mesuré la mort cellulaire induite par la DDA en présence de Leptomycine B (Figure 
2D). Un co-traitement des cellules B16F10 et SK-MEL28 avec la Leptomycine B et la DDA 
diminue considérablement la mort cellulaire induite par la DDA, ce qui suggère que la 
relocalisation cytoplasmique de Nur77 est nécessaire pour l’induction de la mort des cellules 
de mélanome par la DDA. Afin de connaître l’implication de NOR1 et Nur77 dans les effets 
cytotoxiques de la DDA, nous avons éteint leur expression  avec des siRNAs spécifiques 
(Figure 2E). Nous avons montré que les extinctions de NOR1, Nur77 ainsi que leur extinction 
combinée, puisqu’il a été montré in vivo que leurs gènes ont un rôle biologique mutuellement 
compensatoire 460, diminuent significativement le taux de mort cellulaire provoqué par la 
DDA (Figure 2F). Ces résultats montrent que NOR1, Nur77 et la relocalisation de Nur77 dans 
le cytoplasme sont impliqués dans l’induction de la mort cellulaire par la DDA. Le 
mécanisme de mort cellulaire induit par Nur77 et NOR1 n’est pas un mécanisme d’apoptose 
indépendant des caspases puisque AIF ne relocalise pas au noyau. Cela suggère qu’un 
mécanisme de mort cellulaire non apoptotique puisse être induit par la DDA. 
 
La DDA induit une autophagie dans les cellules B16F10 et SK-MEL28. 
L’autophagie est un mécanisme cellulaire de survie ou de mort programmée de type II 456.  
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Figure 4 : La DDA induit une autophagie dans des cellules de mélanome. A. Observation de cellules traitées 
avec la DDA et marquées à la MonoDensylCadavérine (MDC). Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été 
traitées avec la DDA à 2,5 µM pendant 24 heures puis elles ont été marquées au MDC et observées au 
microscope à fluorescence. B. Analyse ultrastructurale de cellules traitées avec la DDA. Les cellules B16F10 et 
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SK-MEL28 ont été traitées pendant 24 heures avec la DDA à 2,5 µM puis elles ont été fixées et préparées pour 
être observées avec un microscope électronique à transmission. a, b. Ultrastructure d’une cellule B16F10 (a) et 
d’une cellule SK-MEL28 (b) traitées avec le solvant véhicule ; barres = 5 µm (a, b). c, d. Ultrastructure d’une 
cellule B16F10 (c) et d’une cellule SK-MEL28 (d) traitées avec la DDA ; barres = 2,5 µm (c) et 5 µm (d). e, f. 
Ultrastructure de vésicules autophagiques retrouvées dans les cellules B16F10 (e) et SK-MEL28 (f) traitées avec 
la DDA ; barres = 250 nm et 100 nm (cadre interne) (e), 500 nm et 100 nm (cadre interne) (f). g, h. 
Ultrastructure d’autolysosomes retrouvés dans les cellules B16F10 (g) et SK-MEL28 (h) traitées avec la DDA ; 
barres = 500 nm (g) et 250 nm (h). C. Observation du marquage GFP-LC3 dans des cellules traitées avec la 
DDA avec ou sans E64 et Pepstatine A. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 transfectées avec la construction 
GFP-LC3 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM pendant 24 heures avec ou sans E64/pepstatine A à 10 µg/ml. 
Les cellules traitées ont ensuite été observées avec un microscope à fluorescence. D. Analyse de la protéine LC3 
après un traitement avec la DDA avec ou sans E64 et Pepstatine A. Le profil de la protéine LC3 a été analysé en 
western blot à partir de protéines extraites de cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées avec la DDA à 2,5 µM 
pendant 24 heures avec ou sans E64/pepstatine A à 10 µg/ml. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt E. 
Expression des protéines Beclin1, ATG7, Vps34 et LC3 après un traitement avec des concentrations croissantes 
en DDA. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées pendant 24 heures avec la DDA à 1 µM, 2,5 µM ou 
5 µM. Les protéines ont été extraites par lyse des cellules traitées et analysées en western blot. L’actine a été 
utilisée comme contrôle de dépôt. 
Dans les cellules traitées avec la DDA, nous avons observé en microscopie photonique la 
présence de vésicules blanches de taille importante dans leur cytoplasme qui est une 
caractéristique observable dans les cellules qui induisent l’autophagie. Nous avons donc 
réalisé une coloration des cellules traitées avec la DDA à la MonoDensylCadavérine (MDC) 
qui permet de visualiser les autolysosomes en microscopie à fluorescence (Figure 4A) 461. Les 
autolysosomes sont des structures subcellulaires qui sont formées à la fin du processus 
autophagique pour dégrader le contenu des vésicules autophagiques 461. La DDA induit une 
forte accumulation de vésicules MDC+ dans les cellules B16F10 et SK-MEL28, ce qui 
suggère une induction d’autophagie par la DDA. Afin de démontrer l’induction de 
l’autophagie par la DDA dans les cellules de mélanome, nous avons réalisé une étude 
ultrastructurale de cellules traitées avec la DDA en microscopie électronique à transmission 
(Figure 4B). A faible grossissement, nous avons observé l’apparition de nombreuses vésicules 
blanches qui occupent une proportion importante du cytoplasme des cellules B16F10 et SK-
MEL28 (Figure 4B c, d). Un fort grossissement du cytoplasme des cellules traitées avec la 
DDA montre la présence de vésicules entourées d’une double membrane qui est la 
caractéristique des vésicules autophagiques qui phagocytent le contenu intracellulaire (Figure 
4B e, f). Une observation des vésicules blanches à fort grossissement nous a permis 
d’observer que leur contenu est dégradé ce qui montre que ces vésicules sont des 
autolysosomes (Figure 4B g, h). L’observation de vésicules autophagiques ainsi que 
d’autolysosomes dans des cellules de mélanome traitées avec la DDA montre que la DDA 
induit bien l’autophagie dans les cellules de mélanome. L’autophagie fait intervenir un flux 
autophagique qui se traduit par la formation de vésicules autophagiques qui fusionnent avec 
les lysosomes, grâce à la protéine LC3, pour former des autolysosomes conduisant à la 
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dégradation des vésicules autophagiques 461. Nous avons transfecté les cellules B16F10 et SK-
MEL28 avec une construction GFP-LC3 qui permet de suivre le flux autophagique (Figure 
4C). Dans les cellules contrôles le marquage GFP-LC3 est faible et diffus alors qu’un 
traitement des cellules avec la DDA provoque l’apparition de nombreux points GFP-LC3 
intenses qui traduisent la formation d’autolysosomes. Un co-traitement des cellules avec les 
inhibiteurs d’hydrolases lysosomales E64 et Pepstatine A en présence de DDA induit une sur-
accumulation de GFP-LC3. Cela montre que la DDA induit un flux autophagique puisque 
l’inhibition de la dégradation des vésicules autophagiques provoque leur accumulation. Nous 
avons confirmé le flux autophagique par une approche quantitative par l’analyse du profil 
protéique de LC3 qui est clivé au cours de l’autophagie en LC3-II qui est le fragment mature 
responsable de la fusion des vésicules autophagiques avec les lysosomes (Figure 4D) 461. La 
DDA provoque une augmentation de LC3-II et un co-traitement avec l’E64 et la Pepstatine A 
induit une augmentation plus forte de LC3-II qui confirme que la DDA induit un flux 
autophagique dans les cellules B16F10 et SK-MEL28. L’analyse de l’expression de protéines 
impliquées dans le processus autophagique montre que la DDA induit une stimulation dose-
dépendante de LC3-II (Figure 4E). Une stimulation dose-dépendante modérée d’ATG7 est 
observée dans les cellules B16F10 et SK-MEL28, qui est impliquée dans la formation de 
vésicules autophagiques. La DDA stimule donc l’expression de protéines autophagiques qui 
pourraient être impliquées dans l’autophagie induite par la DDA. 
 
L’autophagie induite par la DDA est cytotoxique et elle est dépendante de Nur77, de NOR1 et 
de la relocalisation cytoplasmique de Nur77.  
L’autophagie peut être impliquée dans la survie ou la mort cellulaire. Afin d’éclaircir le rôle 
de l’autophagie dans les cellules traitées avec la DDA, nous avons quantifié la mort cellulaire 
dans les cellules traitées avec la DDA en présence d’inhibiteurs de l’autophagie : la 3-
méthyladénine (3-MA) et la Bafilomycine A1 (BafA1) 461. Nous avons contrôlé l’efficacité de 
l’inhibition de l’autophagie induite par la DDA avec une coloration cellulaire au MDC qui 
montre la disparition des vésicules MDC+ lorsque les cellules sont co-traitées avec la 3-MA 
ou la BafA1 (Figure 5A). En western blot, la 3-MA empêche l’accumulation de LC3-II 
induite par la DDA alors que la BafA1 provoque une forte accumulation basale de LC3-II qui 
est en accord avec sa capacité à inhiber la fusion des vésicules autophagiques avec les 
lysosomes qui provoque une accumulation de LC3-II (Figure 5B). 
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Figure 5 : L’autophagie induite par la DDA est cytotoxique et dépendante de NOR1 et Nur77. A. 
Observation de cellules traitées avec la DDA avec ou sans 3-méthyladénine (3-MA) ou Bafilomycine A1 
(BafA1) et marquées au MDC. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM 
pendant 24 heures avec ou sans 3-MA à 5 mM ou BafA1 à 1 µM. Les cellules traitées ont été marquées avec le 
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MDC et observées avec un microscope à fluorescence. B. Analyse de la protéine LC3 dans des cellules traitées 
avec la DDA avec ou sans 3-MA ou BafA1. La protéine LC3 a été analysée en western blot à partir de protéines 
extraites par lyse de cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées pendant 24 heures avec la DDA à 2,5 µM avec ou 
sans 3-MA à 5 mM ou BafA1 à 1 µM. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. C. Mort cellulaire induite 
par la DDA avec ou sans 3-MA ou BafA1. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 
µM avec ou sans 3-MA à 5 mM ou BafA1 à 1 µM pendant 24 heures. La mort cellulaire a ensuite été quantifiée 
par la méthode de coloration au bleu trypan. La mort cellulaire est exprimée en pourcentage relatif de la mort 
cellulaire observée avec un traitement avec la DDA en absence de 3-MA et de BafA1. D. Extinction d’ATG7, 
Vps34 et Beclin1 avec des siRNAs spécifiques. Les expressions d’ATG7, Vps34 et Beclin1 ont été éteintes par 
la transfection de siRNAs spécifiques des ARNm codant ATG7, Vps34 et Beclin1 dans les cellules B16F10 et 
SK-MEL28. Les extinctions des expressions protéiques d’ATG7, Vps34 et Beclin1 ont été vérifiées par western 
blot 96 heures après la transfection sur les protéines extraites par lyse des cellules transfectées. L’actine a été 
utilisée comme contrôle de dépôt. E. Analyse de la protéine LC3 dans des cellules transfectées avec des siRNAs 
spécifiques d’ATG7, Vps34 et Beclin1 et traitées avec la DDA. La protéine LC3 a été analysée en western blot à 
partir de protéines extraites par lyse de cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées pendant 24 heures avec la DDA à 
2,5 µM 72 heures après la transfection de siRNAs ciblant ATG7, Vps34 ou Beclin1. L’actine a été utilisée 
comme contrôle de dépôt. F. Mort cellulaire induite par la DDA dans des cellules transfectées avec des siRNAs 
spécifiques d’ATG7, Vps34 et Beclin1. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées pendant 24 heures 
avec la DDA à 2,5 µM 72 heures après la transfection de siRNAs ciblant ATG7, Vps34 ou Beclin1. La mort 
cellulaire a ensuite été quantifiée par la méthode de coloration au bleu trypan. La mort cellulaire est exprimée en 
pourcentage relatif de la mort cellulaire observée avec un traitement avec la DDA dans des cellules transfectées 
avec un siRNA contrôle. G, H, I, J. Analyse de la protéine LC3 dans des cellules traitées avec la DDA et 
transfectées avec des siRNAs spécifiques de NOR1 et Nur77, ou avec ou sans Leptomycine B. La protéine LC3 
a été analysée en western blot à partir de protéines extraites par lyse de cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées 
pendant 24 heures avec la DDA à 1 µM 72 heures après la transfection de siRNAs ciblant NOR1 (G, I) et Nur77 
(H, I) ou avec ou sans Leptomycine B à 10 nM (J). L’actine a été utilisée comme comme contrôle de dépôt. 
 
La 3-MA et la BafA1 inhibent considérablement la mort cellulaire induite par la DDA avec 
une plus forte efficacité de la BafA1 (Figure 5C). Pour confirmer l’implication de 
l’autophagie dans la mort cellulaire induite par la DDA, nous avons éteint l’expression des 
protéines autophagiques ATG7, Vps34 et Beclin1 avec des siRNAs spécifiques (Figure 5D). 
Les extinctions d’ATG7, de Vps34 et de Beclin1 diminuent la capacité de la DDA à induire 
une accumulation de LC3-II ce qui démontre l’efficacité des siRNAs utilisés à inhiber 
l’autophagie induite par la DDA (Figure 5E). La mort cellulaire provoquée par la DDA est 
significativement diminuée dans les cellules transfectées avec les siRNAs spécifiques 
d’ATG7, Vps34 et Beclin1, ce qui montre que l’autophagie est impliquée dans l’induction de 
la mort cellulaire par la DDA (Figure 5F). Dans notre étude, nous avons montré que Nur77 et 
NOR1 sont impliqués dans la mort cellulaire induite par la DDA mais nous n’avons pas 
identifié de quel type de mort il s’agissait. Il a déjà été montré dans la littérature que Nur77 
est impliqué dans l’induction d’une autophagie cytotoxique 462. Comme nous venons de 
montrer une implication de l’autophagie dans la cytotoxicité de la DDA, nous avons analysé 
l’impact de l’extinction par siRNA de NOR1, de Nur77 et de leur extinction combinée sur 
l’induction de l’autophagie par la DDA en analysant l’accumulation de LC3-II. Les 
extinctions de NOR1 et de Nur77 diminuent significativement la capacité de la DDA à 
provoquer l’accumulation de LC3-II (Figure 5G, H, I). Un traitement des cellules à la 
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Leptomycine B diminue aussi l’accumulation de LC3-II par la DDA (Figure 5J), ce qui 
montre que NOR1, Nur77 et la relocalisation cytoplasmique de Nur77 sont impliqués dans 
l’induction de l’autophagie par la DDA. Ces résultats montrent que la DDA induit une mort 
cellulaire autophagique qui implique Nur77, NOR1 ainsi que la relocalisation cytoplasmique 
de Nur77. 
 
La DDA cible directement les récepteurs nucléaires des oxystérols LXRα et LXRβ 
La DDA est le produit de conjugaison naturel du cholestérol-5,6-époxyde alpha et de 
l’histamine. Le cholestérol-5,6-époxyde alpha a été montré dans la littérature pour être un 
modulateur des récepteurs nucléaires des oxystérols LXR (Liver X Receptor) 126. Des études 
cristallographiques ont montré que la conformation du domaine de liaison du ligand des LXRs 
est modulable et permet l’adaptation de groupements volumineux de ligand dans la poche de 
liaison au ligand des LXRs, comme c’est le cas du GW3965 qui a un volume 
hydrodynamique important 152. Le groupement histaminique de la DDA apporte un incrément 
de volume significatif relativement au cholestérol-5,6-époxyde, nous avons donc vérifié par 
une étude de docking moléculaire si la DDA pouvait s’adapter à la poche de liaison de LXRα 
et de LXRβ en utilisant des structures cristallographiques publiées des domaines de liaison au 
ligand de ces deux récepteurs (Figure 6A, B). L’étude de docking moléculaire montre que la 
DDA s’adapte très bien au site de liaison de LXRα (Figure 6A) et de LXRβ (Figure 6B) et 
que des interactions potentielles pourraient exister entre la DDA et des résidus de la poche de 
liaison des LXRs déjà décrits pour permettre la liaison des oxystérols comme le 22(R)-
Hydroxycholestérol aux LXRs. Ces résultats préliminaires nous ont motivés à tester si les 
LXRs pouvaient être la cible de la DDA. Nous avons montré par western blot que seul LXRβ 
est exprimé dans les cellules B16F10 et SK-MEL28 (Figure 6C). L’observation 
ultrastructurale de cellules B16F10 traitées avec la [14C]DDA montre que la [14C]DDA est 
capable d’entrer dans le noyau, la DDA a donc le potentiel d’agir directement sur les LXRs 
qui sont localisés dans le noyau (Figure 6D). Pour étudier cette possibilité, nous avons 
premièrement testé l’effet d’un traitement avec la DDA sur l’activité transcriptionnelle des 
LXRs dans des cellules transfectées avec un gène rapporteur luciférase sous contrôle d’un 
élément de réponse des LXRs (LXRE-Luc). La DDA a un effet antagoniste sur l’activité 
transcriptionnelle basale des LXRs ainsi que sur la stimulation des LXRs par le 22(R)-
hydroxycholestérol. 
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Figure 6 : La DDA est un ligand des LXRs. A,B. Modèles moléculaires de la DDA dans la poche de liaison de 
LXRα (A) et de LXRβ (B). C. Analyse de l’expression protéique de LXRα et de LXRβ dans les cellules B16F10 
et SK-MEL28. Les protéines LXRα et LXRβ ont été analysée en western blot à partir de protéines extraites par 
lyse de cellules B16F10 et SK-MEL28. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. D. Analyse 
ultrastructurale de cellules B16F10 traitées avec la [14C]DDA. Les cellules B16F10 ont été traitées pendant 24 
heures avec la DDA à 2,5 µM puis elles ont été fixées et préparées pour être analysées en microscopie 
électronique. Un film autoradiographique a été incubé pendant plusieurs mois avec les coupes de cellules puis il 
a été observé avec un microscope électronique à transmission pour analyser la localisation subcellulaire de la 
[14C]DDA. E, F. Effet de la DDA sur l’activité d’un gène rapporteur luciférase sous contrôle des LXRs. Les 
cellules B16F10 ont été transfectées avec des plasmides codant RXRα, LXRα ou LXRβ, et une construction 
rapporteur DR4-Luc. L’expression de LXRα ou de LXRβ a été vérifiée par western blot avec des protéines 
extraites de cellules B16F10 transfectées, l’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt (E). Les cellules 
B16F10 ont été co-traitées 24 heures après transfection avec 10 µM de 22(R)-hydroxycholestérol et avec une 
gamme de concentrations en DDA allant de 10 nM à 10 µM (F). Après 18 heures de traitement, les cellules sont 
lysées et l’activité luciférase est mesurée et normalisée par la concentration protéique de chaque extrait 
cellulaire. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’activité luciférase par rapport à l’activité luciférase 
obtenue avec le traitement avec le 22(R)-hydroxycholestérol seul (F). L’EC50 est la concentration en DDA pour 
laquelle l’activité luciférase est inhibée de 50%. G. Effet de la DDA sur l’activité d’un gène rapporteur luciférase 
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sous contrôle de récepteurs nucléaires.  Les cellules B16F10 ont été transfectées avec une construction 
rapporteur luciférase sous contrôle des LXR, PXR, AhR, VDR, SXR, RXRs, RAR, PPAR, GR, AR, PR ou ER. 
Les cellules B16F10 ont été co-traitées 24 heures après transfection avec la DDA à 2,5 µM. Après 18 heures de 
traitement, les cellules sont lysées et l’activité luciférase est mesurée et normalisée par la concentration protéique 
de chaque extrait cellulaire. Les résultats sont exprimés en pourcentage d’activité luciférase par rapport à 
l’activité luciférase obtenue avec le traitement avec le solvant véhicule pour chaque construction rapporteur. H. 
Compétition de liaison à l’équilibre du [3H]25-hydroxycholestérol sur le domaine de liaison au ligand (LBD) de 
LXRα ou de LXRβ avec des concentrations croissantes en DDA. Le LBD de LXRα ou de LXRβ a été incubé 
pendant 24 heures avec le [3H]25-hydroxycholestérol en présence d’une gamme de concentrations en DDA 
allant de 10 nM à 10 µM. Le [3H]25-hydroxycholestérol libre a été déplété avec du charbon-dextran et la 
radioactivité correspondante à la quantité de [3H]25-hydroxycholestérol lié a été compté avec un compteur à 
scintillation. Le résultat est exprimé en pourcentage de [3H]25-hydroxycholestérol lié au LBD de LXRα ou de 
LXRβ. L’IC50 est la concentration en DDA pour laquelle 50% du [3H]25-hydroxycholestérol a été déplacé. I. 
Dosage de la DDA dans des tissus de souris LXRαβ-/-. La DDA a été extraite de tissus de souris LXRαβ-/- 
(cerveau, foie, poumon et rate), purifiée par HPLC et dosée avec un spectromètre de masse. Le résultat est 
exprimé en nanogramme de DDA par gramme de tissu. 
Nous avons ensuite établit une courbe de dose-réponse de l’inhibition par la DDA de la 
stimulation de LXRα ou de LXRβ par le 22(R)-hydroxycholestérol en surexprimant chacun 
des récepteurs dans les cellules B16F10 transfectées avec la construction LXRE-Luc (Figure 
6E, F). L’EC50 de la DDA sur LXRα est de 362 nM alors que l’EC50 de la DDA sur LXRβ est 
de 76 nM ce qui montre que la DDA a une plus forte capacité antagoniste sur LXRβ que sur 
LXRα. Les EC50 de la DDA sur chacun des LXRs sont dans la gamme de concentrations à 
laquelle la DDA est retrouvée dans les tissus sains des mammifères, ce qui suggère que la 
DDA pourrait agir sur les LXRs in vivo à des concentrations physiologiques. Nous avons testé 
si la DDA pouvait agir sur d’autres récepteurs nucléaires en analysant la capacité de la DDA à 
moduler l’activité d’un gène rapporteur sous contrôle d’éléments de réponse spécifiques de 
chaque récepteur nucléaire testé (Figure 6G). La DDA agit sur l’activité de LXRα et de LXRβ 
mais sur aucun autre récepteur nucléaire testé, ce qui suggère que les LXRs sont 
spécifiquement ciblés par la DDA. Nous avons effectué une compétition de liaison à 
l’équilibre du 25-hydroxycholestérol tritié, un ligand naturel des LXRs, sur le domaine de 
liaison au ligand de LXRα et de LXRβ par la DDA froide afin de déterminer si la DDA se lie 
directement aux LXRs (Figure 6H). Nous avons observé que la DDA déplace le 25-
hydroxycholestérol avec une IC50 de 4,8 µM pour le domaine de liaison au ligand de LXRα, 
et avec une IC50 de 1,4 µM pour le domaine de liaison au ligand de LXRβ. Cela montre que la 
DDA est un ligand des LXRs. La différence d’IC50 observée entre LXRα et LXRβ concorde 
avec la différence d’EC50 de la DDA observée précédemment sur l’activité transcriptionnelle 
de chacun des LXRs. Cela suggère que la DDA a un plus fort potentiel d’action sur LXRβ qui 
pourrait être dû à une plus forte affinité de la DDA pour LXRβ que pour LXRα. Les résultats 
que nous avons suggèrent que la DDA puisse être un ligand endogène des LXRs. Nous avons 
dosé la concentration en DDA dans des tissus de souris normales et dans des souris dans 
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lesquelles LXRα et LXRβ ont été inactivés par invalidation génétique (LXRαβ-/-) (Figure 6I). 
L’inactivation des LXRs provoquent une forte augmentation de la concentration en DDA dans 
la majorité des tissus testés, ce qui montre un lien physiologique entre la présence des LXRs 
et la concentration physiologique en DDA. Cela suggère que l’inactivation des LXRs 
provoque une réaction physiologique compensatoire qui augmente la production de DDA. 
Nos résultats montrent que la DDA est un ligand des LXRs et qu’elle exerce une activité 
antagoniste sur ces récepteurs. Nous avons établi que les concentrations efficaces en DDA 
pour agir sur les LXRs correspondent aux concentrations physiologiques en DDA dans les 
tissus. De plus, nous avons mis en évidence un lien physiologique entre la concentration en 
DDA et la présence des LXRs ce qui suggère que la DDA est un ligand endogène des LXRs. 
 
La DDA module l’expression de gènes cibles des LXRs 
Nous avons comparé la modulation de l’expression de gènes cibles des LXRs induite par la 
DDA et induite par des agonistes des LXRs (Tableau 1). Les agonistes synthétiques purs des 
LXRs, le T0901317 et le GW3965, ont une activité agoniste sur tous les gènes que nous avons 
testés, ce qui est en accord avec la classe pharmacologique à laquelle ils appartiennent. 
Contrairement aux agonistes synthétiques, le 22(R)-hydroxycholestérol, qui est considéré 
comme un agoniste partiel des LXRs, a majoritairement une activité agoniste sur les gènes 
que nous avons testés mais il a une activité antagoniste sur l’expression d’ABCG5 et du 
LDLR. La DDA quant à elle a un effet antagoniste sur l’expression des gènes ABCA1, IDOL 
alors qu’elle a un effet agoniste sur ABCG5, LDLR et SCD1. La DDA stimule l’expression 
de SULT2B1b qui n’est exprimé que dans les cellules B16F10. Des divergences existent entre 
les cellules B16F10 et les cellules SK-MEL28 au niveau de la régulation par la DDA de 
l’expression d’ABCG1 et ABCG8 qui sont stimulés dans les B16F10 alors qu’ils sont 
réprimés dans les SK-MEL28. Cela suggère que la DDA peut affecter différemment les LXRs 
suivant le modèle cellulaire utilisé. Ces résultats montrent que la DDA a un effet antagoniste 
sur certains gènes et agoniste sur d’autres gènes. La DDA serait donc un modulateur des 
LXRs ou un antagoniste partiel si on considère sa capacité à inhiber l’activité 
transcriptionnelle des LXRs avec un système de gène rapporteur. 
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Tableau 1 : Expression relative de gènes cibles des LXRs, de gènes autophagiques, de NOR1 et Nur77 
dans des cellules B16F10 et SK-MEL28 traitées avec des ligands des LXRs ou avec la DDA. Les cellules 
B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées pendant 6 heures avec des ligands des LXRs (TO 100 nM, GW 1 µM ou 
22(R)-hydroxycholestérol 10 µM) ou avec la DDA à 1 µM, 2,5 µM ou 5 µM. Les ARNs totaux ont été extraits, 
reverse-transcrits en ADNc puis analysés en qPCR avec des amorces spécifiques de gènes cibles des LXRs (a), 
de NOR1, de Nur77 ou de gènes autophagiques (b). Pour chaque traitement, l’expression de chaque gène est 
exprimée en nombre de fois par rapport au traitement avec le solvant véhicule. 
 
La DDA module l’expression de NOR1, Nur77 et des gènes LC3 au niveau transcriptionnel 
Nous avons définit que la DDA stimule l’expression des protéines NOR1, Nur77 et ATG7 et 
qu’elle provoque l’accumulation de LC3-II. Nous avons désormais établit que la DDA cible 
les LXRs qui sont des facteurs de transcription ligand-dépendants. Nous avons donc analysé 
l’expression transcriptionnelle des gènes qui codent NOR1, Nur77 ainsi que les gènes codant 
les protéines autophagiques que nous avons étudiées lorsque nous avons caractérisé 
l’autophagie induite par la DDA (Tableau 1). La DDA stimule l’expression de NOR1 et de 
Nur77 dans les SK-MEL28, et les expressions des deux isoformes de LC3, LC3A et LC3B, 
sont stimulées dans les B16F10, ce qui est en accord avec les stimulations des protéines 
codées par ces gènes avec la DDA. En revanche, dans les B16F10 les expressions de NOR1 et 
de Nur77 sont réprimées, et les expressions de LC3A et LC3B sont réprimées dans les SK-
MEL28, ce qui est l’inverse de ce qui est observé au niveau protéique pour ces gènes. Cela 
suggère que des mécanismes post-transcriptionnels pourraient être impliqués dans la 
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stimulation de l’expression de certaines protéines par la DDA, et cela semble spécifique du 
gène considéré et de la lignée cellulaire considérée. Les ligands synthétiques des LXRs ne 
sont pas capables de moduler l’expression de NOR1, ni de Nur77 mais, comme la DDA, ils 
répriment l’expression de LC3A dans les SK-MEL28 et ils stimulent légèrement l’expression 
de LC3B dans les B16F10. Le 22(R)-hydroxycholestérol quant à lui stimule l’expression de 
NOR1 et de Nur77 dans les SK-MEL28 alors qu’il réprime l’expression de NOR1 dans les 
B16F10, ce qui est fortement similaire au profil d’expression obtenu avec la DDA pour ces 
deux lignées cellulaires. NOR1 a déjà été caractérisé comme un gène cible des LXRs 463. La 
modulation de son expression par le 22(R)-hydroxycholestérol et la DDA confirme que la 
DDA cible LXRβ. 
Nous avons donc montré que la DDA est capable de stimuler l’expression de NOR1, Nur77, 
LC3A et LC3B au niveau transcriptionnel et certaines de ces modulations transcriptionnelles 
sont reproduites avec d’autres ligands des LXRs, ce qui suggère une implication possible des 
LXRs dans la régulation de l’expression de ces gènes.  
 
LXRβ est impliqué dans les mécanismes cytotoxiques induits par la DDA 
Afin de connaître l’implication de LXRβ, qui est le seul isoforme exprimé dans les cellules 
B16F10 et SK-MEL28, dans la cytotoxicité de la DDA, nous avons éteint son expression avec 
des siRNAs spécifiques (Figure 7A). L’extinction de LXRβ diminue fortement l’induction de 
la mort cellulaire par la DDA dans les B16F10 et les SK-MEL28 (Figure 7B). La proportion 
de cellules en subG1 est aussi diminuée par les siRNAs LXRβ dans les cellules B16F10 ce 
qui montre que LXRβ est impliquée dans l’apoptose induite par la DDA (Figure 7C). Nous 
avons analysé l’expression des protéines impliquées dans la cytotoxicité de la DDA dans des 
cellules transfectées ou pas avec les siRNAs LXRβ et nous avons quantifié le taux de chaque 
protéine pour chacune des conditions testées (Figure 7D, E). Dans les cellules B16F10 et SK-
MEL28, l’extinction de LXRβ empêche la DDA d’agir sur le taux de Bax, Bcl-2, NOR1, 
Nur77 et LC3-II.  
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Figure 7 : LXRβ est impliqué dans la cytotoxicité et dans les mécanismes de mort cellulaire induits par la 
DDA. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été transfectées avec un siRNA contrôle (siSC) ou avec un pool de 
siRNAs LXRβ et l’implication de LXRβ a été étudiée. A. Extinction de LXRβ. Les cellules B16F10 et SK-
MEL28 ont été lysées 96 heures après la transfection des siRNAs , les protéines ont été extraites et analysées par 
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western blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt. B. Mort cellulaire induite par la DDA dans des 
cellules transfectées avec les siRNAs LXRβ. Les cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 
2,5 µM 72 après la transfection des siRNAs. Après 24 heures de traitement, la mort cellulaire est quantifiée avec 
la méthode du bleu trypan. Les résultats sont exprimées en pourcentage de mort cellulaire par rapport aux 
cellules transfectées avec le siSC et traitées avec la DDA à 2,5 µM. C. Proportion de cellules en subG1 dans des 
cellules transfectées avec des siRNAs LXRβ et traitées avec la DDA. Les cellules B16F10 ont été traitées avec la 
DDA à 2,5 µM 72 heures après la transfection des siRNAs. Après 24 heures de traitement, les cellules ont été 
récupérées, fixées et colorées avec l’iodure de propidium pour être analysées avec un cytomètre de flux. Les 
résultats sont exprimés en pourcentage de cellules en subG1 par rapport à la proportion de cellules en subG1 
pour les cellules transfectées avec le siSC et traitées avec la DDA à 2,5 µM. D, E. Analyse des protéines Bax, 
Bcl-2, NOR1, Nur77 et LC3 dans des cellules transfectées avec des siRNAs LXRβ et traitées avec la DDA. Les 
cellules B16F10 et SK-MEL28 ont été traitées avec la DDA à 2,5 µM 72 heures après la transfection des siRNAs 
LXRβ. Après 24 heures de traitement, les cellules sont lysées et les protéines extraites sont analysées par western 
blot. L’actine a été utilisée comme contrôle de dépôt (D). Les bandes spécifiques des protéines analysées ont été 
quantifiées. Les bandes d’actine correspondant à chaque piste ont aussi été quantifiées et ont été utilisée pour 
normaliser les quantifications des protéines d’intérêt (E). Les résultats des quantifications sont exprimés en 
nombre de fois par rapport aux cellules traitées avec le solvant véhicule pour chaque condition siRNA. F, G, H. 
Les cellules B16F10 (F, H) et SK-MEL28 (G, H) sont traitées 72 heures après transfection des siRNAs LXRβ 
avec le TO à 100 nM, le 22(R)-hydroxycholestérol à 10 µM (F,G) ou la DDA à 2,5 µM (F, G, H) pendant 6 
heures. Les ARNs totaux ont été extraits, reverse-transcrits en ADNc puis analysés en qPCR avec des amorces 
spécifiques d’ABCA1, de SREBP-1 (F, G), de NOR1 ou de de Nur77 (H). Pour chaque traitement, l’expression 
de chaque gène est exprimée en nombre de fois par rapport au traitement avec le solvant véhicule. 
Nous avons aussi observé que l’extinction de LXRβ affecte le taux basal des protéines 
étudiées comme une augmentation de Bax et de NOR1 dans les B16F10 et les SK-MEL28, et 
une diminution de Bcl-2 et une augmentation de Nur77 dans les B16F10 (Figure 7D). Cela 
montre que LXRβ est impliqué dans l’induction de l’autophagie et de l’apoptose par la DDA. 
Nous avons ensuite étudié l’implication de LXRβ dans la modulation transcriptionnelle de 
NOR1 et Nur77. Nous avons d’abord validé que l’extinction de LXRβ affecte la capacité des 
ligands des LXRs et de la DDA à moduler l’expression de gènes cibles bien caractérisés des 
LXRs (Figure 7F, G). Les siRNAs LXRβ diminuent fortement la stimulation d’ABCA1 et 
SREBP-1 par les agonistes des LXRs dans les cellules B16F10 (Figure 7F) et SK-MEL28 
(Figure 7G), et ils empêchent la DDA de réprimer l’expression d’ABCA1 ce qui valide la 
capacité des siRNAs LXRβ à empêcher LXRβ d’agir sur ses gènes cibles. L’extinction de 
LXRβ diminue l’expression de NOR1 et de Nur77 en présence de DDA dans les B16F10 et 
dans les SK-MEL28 (Figure 7H) ce qui montre l’implication de LXRβ dans la stimulation de 
l’expression de NOR1 et Nur77 au niveau transcriptionnel par la DDA. Ces résultats montrent 
que LXRβ est impliqué dans les mécanismes de mort cellulaire induits par la DDA et que la 
régulation de l’expression de NOR1 et de Nur77 par la DDA est effectuée au niveau 
transcriptionnel par LXRβ. 
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DISCUSSION 
Notre étude révèle l’induction de deux types de mort cellulaire par la DDA : une apoptose 
caspase-dépendante et une autophagie cytotoxique (Figure 8). L’autophagie cytotoxique 
semble être le mécanisme de mort cellulaire prépondérant puisque son inhibition entraine une 
forte diminution de l’induction de la mort cellulaire par la DDA. Au contraire, l’inhibition de 
l’apoptose caspase-dépendante semble être entièrement compensée par l’autophagie 
cytotoxique puisque la mort cellulaire n’est pas affecté par un inhibiteur général des caspases. 
L’incapacité de l’inhibition de l’apoptose à diminuer la mort cellulaire induite par la DDA 
suggère que cette molécule peut être utilisée pour provoquer la mort de cellules cancéreuses 
dans lesquelles les voies d’apoptose intrinsèque ont été inactivées au cours de l’oncogenèse. 
Cela peut renforcer l’intérêt d’une utilisation thérapeutique de la DDA puisque son indication 
ne serait pas simplement limitée aux cancers dans lesquels les voies apoptotiques sont 
fonctionnelles. De plus, la DDA pourrait être utilisée contre les cancers résistants aux 
chimiothérapies dont l’action repose essentiellement sur une induction de l’apoptose 464.  
Les mécanismes par lesquels NOR1 et Nur77 provoquent l’autophagie n’ont pas été 
déterminés dans cette étude et leur élucidation mérite une étude à part entière. Nur77 semble 
devoir être relocalisés dans le cytoplasme pour induire l’autophagie puisque la Leptomycine 
B qui inhibe son transport vers le cytoplasme inhibe l’induction de l’autophagie et de la mort 
cellulaire par la DDA. Cependant, la Leptomycine B n’est pas spécifique du transport de 
Nur77 et inhibe de façon générale le transport nucléocytoplasmique dépendant de l’exportine 
1 465. Il est donc possible que d’autres protéines nucléaires nécessitent d’être relocalisées dans 
le cytoplasme pour que la DDA induise l’autophagie et la mort cellulaire. Toutefois, la 
capacité de siRNAs Nur77 à inhiber l’autophagie et la mort cellulaire, ainsi que la mise en 
évidence d’une relocalisation cytoplasmique de Nur77 sont fortement en faveur de son 
implication dans l’autophagie et la mort cellulaire inhibée par la Leptomycine B. Il a été 
montré que Nur77 interagit avec Bcl-2 au niveau de la mitochondrie et que Nur77 convertit 
Bcl-2 en facteur pro-apoptotique ce qui provoque une apoptose mitochondiale 457. Le rôle de 
Bcl-2 n’est pas restreint à la mitochondrie où elle inhibe Bax. Bcl-2 interagit aussi avec la 
protéine Beclin 1 et inhibe l’autophagie 466. Nous avons montré que Beclin 1 est impliquée 
dans l’autophagie cytotoxique induite par la DDA. Il est possible qu’après avoir été 
relocalisée dans le cytoplasme, Nur77 inhibe l’interaction de Bcl-2 avec Beclin 1, puisque 
Nur77 modifie la conformation de Bcl-2, et par conséquent active l’autophagie. Cela pourrait 
expliquer l’inhibition de l’autophagie par la Leptomycine B et le siRNA Nur77. La 
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relocalisation cytoplasmique de Nur77 par la DDA est un évènement qui reste à expliquer, ce 
qui était au-delà de l’objectif de cette étude. Il a été montré la localisation cellulaire de Nur77 
est régulée par signaux provenant de voies de stress comme la voie des MAPK ou la voie JNK 
467. La régulation de la localisation subcellulaire de Nur77 est effectuée par l’ajout de 
phosphorylation catalysée par ERK, JNK ou encore Akt. Il est donc possible que la DDA 
fasse intervenir des voies de signalisation pour induire la relocalisation cytoplasmique de 
Nur77 et par conséquent pour induire la mort cellulaire. Cela ouvre la perspective d’étude sur 
les modifications post-traductionnelles éventuelles que subit Nur77 dans des cellules traitées 
avec la DDA et de déterminer quelles voies de transduction sont impliqués dans ces 
modifications. NOR1 reste dans le noyau des cellules traitées avec la DDA ce qui suggère que 
NOR1 a un rôle génomique dans l’induction de l’autophagie et de la mort cellulaire. Par 
conséquent, il serait intéressant d’étudier la régulation transcriptionnelle de l’autophagie par 
NOR1. La DDA pourrait faciliter l’étude des mécanismes par lesquels NOR1 et Nur77 sont 
impliqués dans l’autophagie étant donné que notre étude met pour la première fois en 
évidence une implication de NOR1 et Nur77 dans l’autophagie. 
Nous avons montré que la DDA est un ligand naturel des LXRs et qu’elle a un effet 
d’antagoniste partiel sur leur activité transcriptionnelle. La DDA stimule l’expression de Bax 
et diminue l’expression de Bcl-2 par le biais de LXRβ, ce qui provoque l’apoptose des 
cellules de mélanome. En parallèle, la DDA stimule de manière dépendante de LXRβ 
l’expression de NOR1 et de Nur77 qui sont impliqués dans l’induction de l’autophagie 
cytotoxique par la DDA. L’induction de l’autophagie par la DDA est inhibée par les siRNAs 
LXRβ de la même façon que par les siRNAs NOR1 et Nur77 ce qui suggère que l’implication 
de LXRβ dans l’autophagie induite par la DDA passe par la stimulation de l’expression de 
NOR1 et Nur77. Récemment, le groupe d’Ira Tabas a montré que l’autophagie permet aux 
macrophages d’exporter le cholestérol stocké dans des goutelettes lipidiques 319. Les 
goutelettes lipidiques sont autophagocytées et digérées dans les autolysosomes, cette 
autophagie a été appelée lipophagie. Dans les autolysosomes, les esters de cholestérol sont 
libérés des goutelettes lipidiques et hyrolysés grâce à l’action de la lipase acide lysosomale. 
Le cholestérol libre peut alors être efflué hors des macrophages par le transporteur ABCA1. 
En considérant le rôle abondamment documenté des LXRs dans la stimulation de l’efflux de 
cholestérol, on peut s’attendre à ce que les LXRs puissent contrôler l’autophagie pour 
stimuler l’efflux des stocks cellulaires d’esters de cholestérol. En ce qui nous concerne, nous 
avons décrit un rôle de LXRβ dans l’induction d’une autophagie cytotoxique mais cela 
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n’exclut pas que les LXRs puissent induire une autophagie modérée permettant de réguler 
finement des processus cellulaires et physiologiques. L’implication des LXRs dans d’autres 
types d’autophagie, dont la lipophagie décrite par le groupe d’Ira Tabas, pourrait faire l’objet 
d’études originales qui pourraient déboucher sur une meilleure compréhension de 
l’homéostasie du cholestérol au niveau cellulaire. 
 
Figure 8 : Schéma du mécanisme de mort cellulaire induit par la DDA via son récepteur cible LXRβ. 
Après s’être lié à LXRβ, la DDA provoque une stimulation de l’expression de Bax et une inhibition de 
l’expression de Bcl-2. Cela augmente le ration Bax/Bcl-2 qui déclenche une apoptose mitochondriale caspase-
dépendante. La DDA provoque aussi une augmentation des expressions de Nur77 et de NOR1. NOR1 reste dans 
le noyau de la cellule alors que Nur77 est relocalisé dans le cytoplasme. NOR1 et Nur77 sont impliqués dans 
l’autophagie cytotoxique induite par la DDA. L’induction de l’apoptose et de l’autophagie cytotoxique par la 
DDA sont responsables de la mort des cellules cancéreuses. 
 
Nous décrivons ici l’existence d’un ligand endogène des LXRs, la DDA, qui possède une 
forte activité anti-tumorale. Jusqu’ici, le ciblage des LXRs contre les cancers était centré sur 
la capacité des LXRs à contrôler l’homéostasie du cholestérol 297, 437. Dans ces études, l’effet 
anti-tumoral provoqué par l’activation des LXRs est causé par une perturbation de 
l’homéostasie du cholestérol conduisant à une déplétion du cholestérol intracellulaire. Au 
niveau de la membrane plasmique, la déplétion de cholestérol entraîne un défaut de formation 
de rafts qui sont nécessaires pour la fonctionnalité des voies de signalisation de la 
prolifération 297. Cela provoque une inhibition des voies de survie qui favorise l’apoptose des 
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cellules cancéreuses. Le mécanisme que nous avons identifié fait intervenir une régulation des 
expressions de NOR1 et de Nur77 par LXRβ qui entraîne une autophagie cytotoxique. LXRβ 
contrôle donc l’expression de gènes impliqués dans un mécanisme de mort cellulaire. Jusqu’à 
présent, seuls Bax et Bcl-2 étaient connus pour être des cibles des LXRs 120. Cela suggère que 
les LXRs peuvent exercer un contrôle important de la survie cellulaire. Des ligands des LXRs, 
comme la DDA, pourraient donc être mis au point pour agir directement sur des voies de 
contrôle de la mort cellulaire plutôt qu’exercer une action cytotoxique indirecte en perturbant 
le métabolisme cellulaire du cholestérol.  
NOR1 a déjà été caractérisé comme étant un gène cible des LXRs 463 mais aucun lien n’avait 
jamais été établit entre les LXRs et la fonction suppresseur de tumeur de NOR1 460. En 
considérant le lien fonctionnel qui avait été établit entre NOR1 et les LXRs au niveau du 
métabolisme énergétique dans les adipocytes 463, et l’implication que nous décrivons de 
NOR1 dans l’autophagie, il existe peut-être une régulation du métabolisme énergétique par un 
contrôle de l’autophagie par ces deux types de récepteurs nucléaires. En effet, l’autophagie est 
un processus cellulaire catabolique qui permet la récupération d’énergie à partir de la 
dégradation de constituants cellulaires 468. Elle est particulièrement induite lors de privations 
des cellules en énergie comme une déprivation en sérum du milieu de culture cellulaire. Il 
serait donc intéressant d’étudier dans ces conditions l’activité des LXRs et de NOR1 afin de 
comprendre leur implication dans l’induction de l’autophagie. 
En conclusion, cette étude décrit la DDA, qui appartient à une nouvelle classe moléculaire 
retrouvée chez les mammifères (Article 5), comme un nouveau ligand endogène des LXRs 
avec des propriétés cytotoxiques dans les cellules de mélanome. Le mécanisme de mort 
cellulaire que nous avons identifié ouvre des perspectives d’étude de nouvelles voies 
exploitables en thérapie anti-cancéreuses, comme l’induction d’une autophagie cytotoxique en 
ciblant les LXRs ou en ciblant les récepteurs nucléaires NOR1 et Nur77. 
 
 
 
 
 
‐190‐ 
 
Article 2 
Importance de LXRβ et des métabolites du cholestérol-5,6-époxyde dans 
l’induction par le tamoxifène de la biosynthèse de triglycérides et de la 
cytotoxicité dans des cellules cancéreuses mammaires 
 
(en cours de soumission) 
 
INTRODUCTION 
Le site de liaison des antioestrogènes (AEBS = AntiEstrogen Binding Site) qui lie le 
tamoxifène est un complexe hétérodimérique formé par les enzymes cholestérogéniques 7-
Déshydrocholestérol Réductase (DHCR7) et Δ8, Δ7-3β-Hydroxystéroïde Isomérase (D8D7I) 
qui sont des enzymes impliquées dans les étapes finales de la cholestérogenèse 93. AEBS porte 
une troisième activité enzymatique que nous avons identifié en 2010 qui est la cholestérol-
5,6-époxyde hydrolase (ChEH) qui catalyse l’hydrolyse du cholestérol-5,6-époxyde alpha 
(CEα) et du cholestérol-5,6-époxyde beta (CEβ) en cholestane triol (CT) (Article 3) 121. Les 
ligands d’AEBS, dont le tamoxifène, inhibent ces activités enzymatiques cholestérogéniques 
et ils provoquent une accumulation de stérols. L’oxydation des stérols accumulés produit des 
oxystérols qui sont impliqués dans la différenciation et la mort cellulaire de cellules 
cancéreuses mammaires 116, 117. L’induction de la différenciation cellulaire se traduit par une 
augmentation de la lipogenèse et de la sécrétion de triglycérides 116. 
Le mécanisme moléculaire par lequel les oxystérols accumulés sous l’effet des ligands 
d’AEBS induisent la différenciation et la mort cellulaire des cellules cancéreuses mammaires 
n’a pas été identifié. Le CEα est le produit majeur résultant de l’autoxydation du cholestérol. 
Les ligands d’AEBS stimulent l’oxydation des stérols et inhibent l’hydrolase du CEα, la 
ChEH, ce qui est en faveur d’une accumulation de CEα. Récemmement, Berrodin et al. ont 
identifié le CEα comme un nouveau ligand des récepteurs nucléaires LXRα et LXRβ 126. Le 
ciblage bien caractérisé des LXRs par des oxystérols et l’implication des LXRs dans la 
régulation du métabolisme des stérols et dans la lipogenèse 119 nous a amené à formuler 
l’hypothèse d’une régulation de LXRβ, seul isoforme exprimé dans les cellules cancéreuses 
mammaires, par les oxystérols accumulés sous l’effet des ligands d’AEBS. Ici, nous avons 
mis en évidence une régulation de l’activité transcriptionnelle de LXRβ par les oxystérols 
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produits sous l’effet des ligands d’AEBS et caractérisé l’implication de LXRβ dans les effets 
lipogéniques et cytotoxiques des ligands d’AEBS. 
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DISCUSSION 
Nous avons mis en évidence une régulation indirecte de LXRβ par les ligands d’AEBS dans 
les cellules cancéreuses mammaires MCF-7. Le tamoxifène module l’expression de gènes 
cibles des LXRs avec une stimulation de gènes codant des enzymes impliquées dans la 
production de triglycérides : la Stearoyl CoA Désaturase (SCD1) et l’Acétyl CoA 
Carboxylase (ACC). Nous avons montré que LXRβ est impliqué dans l’induction de la 
différenciation des cellules cancéreuses mammaires par le tamoxifène, qui se caractérise par 
une stimulation de la production de triglycérides. La mort cellulaire provoquée par le 
tamoxifène est aussi dépendante de LXRβ.  
Nous avons ensuite établit que le tamoxifène induit une accumulation de CEs en inhibant 
l’activité ChEH et en stimulant l’autoxydation du cholestérol en CEs puisque la vitamine E, 
qui est un antioxydant naturel 469, inhibe l’accumulation de CEs induite par le tamoxifène. 
Une partie du CEα accumulé sous l’effet du tamoxifène est transformé en CEα-3-sulfate 
(CES) par la Steroid Sulfotransférase SULT2B1b qui est fortement exprimée dans les cellules 
MCF-7 260, 470. Nous avons montré que le CEα et le CES sont capables de réguler l’activité 
transcriptionnelle de LXRβ et de stimuler l’expression des gènes lipogéniques SCD1 et ACC. 
La stimulation de la production de triglycérides et l’induction de la mort cellulaire par le CEα 
et le CES sont dépendantes de LXRβ, ce qui suggère que ces métabolites participent aux 
effets du tamoxifène en régulant l’activité de LXRβ. Une extinction de l’expression de 
SULT2B1b par des siRNAs diminue significativement l’induction de la mort cellulaire par le 
tamoxifène, ce qui suggère que la transformation du CEα en CES est importante dans les 
effets du tamoxifène. Le CEβ, qui s’accumule aussi après traitement des MCF-7 avec le 
tamoxifène, est impliqué dans l’induction de la mort cellulaire mais de façon indépendante de 
LXRβ. A la différence du CEα et du CES, le CEβ n’induit pas la production de triglycérides 
et il ne module pas l’activité transcriptionnelle de LXRβ. 
Nous avons finalement étudié la voie que nous avons mis en évidence dans les cellules MCF-
7 dans les cellules MDA-MB231 qui n’expriment pas ER et qui sont décrites pour être 
résistantes de façon intrinsèque au tamoxifène 471. Nous avons montré que SULT2B1b n’est 
pas exprimée dans les MDA-MB231. Les CEs s’accumulent dans les MDA-MB231 traitées 
avec le tamoxifène et la production de triglycérides est aussi observée. Cependant, le CES 
n’est pas détecté dans ces cellules ce qui suggère que l’absence de SULT2B1b est responsable 
de l’absence de production de CES. Une compensation métabolique en co-traitant les MDA-
MB231 avec le tamoxifène et le CES potentialise les effets du tamoxifène, ce qui montre 
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l’importance de la production de CES dans les effets cytotoxiques du tamoxifène. La 
réexpression ectopique de SULT2B1b dans les MDA-MB231 augmente la sensibilité des 
cellules au tamoxifène, ce qui confirme la potentialisation observée avec le traitement avec le 
CES.  
La voie ChEH-SULT2B1b-LXRβ que nous avons caractérisée est importante dans les effets 
anti-cancéreux du tamoxifène puisque l’extinction de LXRβ ou de SULT2B1b ou l’ajout de 
vitamine E qui inhibe la production des CEs diminuent l’induction de la différenciation et la 
mort des cellules MCF-7 par le tamoxifène. La fonctionnalité de cette voie est un témoin de 
sensibilité des cellules cancéreuses mammaires au tamoxifène. En effet, nous avons montré 
que dans les cellules MDA-MB231 résistantes au tamoxifène, la voie ChEH-SULT2B1b-
LXRβ n’est pas fonctionnelle à cause d’une absence d’expression de SULT2B1b et un 
rétablissement de la voie ChEH-SULT2B1b-LXRβ par la réexpression de SULT2B1b induit 
une resensibilisation des MDA-MB231 au tamoxifène. Cela suggère que ces résultats 
pourraient être appliqués en clinique sur des tumeurs de cancers du sein résistantes au 
tamoxifène. En effet, le niveau d’expression de SULT2B1b pourrait devenir un marqueur de 
résistance au tamoxifène puisqu’elle n’est pas exprimée dans la lignée cellulaire MDA-
MB231. D’autres gènes pourraient intervenir dans la régulation de la voie ChEH-SULT2B1b-
LXRβ et leur niveau d’expression pourrait influencer les effets différenciants et cytotoxiques 
du tamoxifène. Une étude transcriptomique sur plusieurs lignées résistantes au tamoxifène 
pourrait permettre d’identifier de nouveaux marqueurs de résistance. Notre étude s’inscrit en 
continuité de l’étude de Pitroda  et al. qui avaient montré l’implication d’un réseau de 38 
gènes du métabolisme des stérols et du métabolisme lipidique dans la résistance au 
tamoxifène dûe à une surexpression de la Mucine 1 (MUC1) 472. Au centre de ce réseau 
métabolique figure les LXRs mais Pitroda et al. n’ont pas définit de mécanisme moléculaire 
reliant la dérégulation de ces gènes avec des caractéristiques de résistance au tamoxifène. 
Nous apportons ici un premier élément de réponse mécanistique qui pourrait stimuler des 
investigations plus larges de cette voie métabolique en relation avec la résistance au 
tamoxifène qui reste un défi de santé publique.  
Maintenant que nous avons identifié l’implication de LXRβ dans les effets différenciants et 
cytotoxiques du tamoxifène, il serait intéressant d’étudier comment LXRβ provoque la 
différenciation et la mort des cellules cancéreuses mammaires. Nous avons identifié des gènes 
lipogéniques (SCD1 et ACC), connus pour être des gènes cibles des LXRs, qui sont stimulés 
par le tamoxifène. L’augmentation de leur expression pourrait expliquer la stimulation de la 
‐228‐ 
 
production de triglycérides qui est associée à un phénotype différencié. La différenciation 
cellulaire fait aussi intervenir un arrêt du cycle cellulaire en phase G0/G1 473, ce qui a été 
observé dans l’induction de la différenciation cellulaire par les ligands d’AEBS 116. Les LXRs 
ont déjà été caractérisés pour réguler l’expression de gènes contrôlant le cycle cellulaire 
comme les cyclines et les inhibiteurs de CDKs 419. Il est possible que le tamoxifène régule 
l’expression de ces régulateurs du cycle cellulaire par un mécanisme faisant intervenir LXRβ. 
Concernant la mort cellulaire, l’équipe avait montré que le tamoxifène provoque l’apoptose 
des cellules cancéreuses mammaires par un mécanisme qui passe par sa fixation à AEBS et 
qui augmente le ratio Bax/Bcl-2 responsable de la perméabilisation de la membrane externe 
mitochondriale 117. Il a été montré que les LXRs régulent l’expression de Bax et de Bcl-2 120. 
La modification du ratio Bax/Bcl-2 par le tamoxifène pourrait donc dépendre de la régulation 
de leur expression par LXRβ. L’identification de la voie ChEH-SULT2B1b-LXRβ dans les 
effets anti-cancéreux du tamoxifène dessert de nombreuses études mécanistiques visant à 
mieux comprendre le mode d’action du tamoxifène qui dépend de sa fixation sur sa cible 
secondaire AEBS.  
Le tamoxifène est athéroprotecteur et il améliore le taux de cholestérol sanguin 78. Aussi, le 
tamoxifène provoque une hypertriglycéridémie chez certaines patientes 81. Les LXRs ont été 
définis comme des régulateurs clés du métabolisme lipidique qui en font des cibles activement 
étudiées pour combattre l’athéroslérose. Des ligands spécifiques des LXRs ont été synthétisés 
et testé pour leurs effets athéroprotecteurs. Malgré l’obtention des effets recherchés pour 
combattre l’athérosclérose au niveau du métabolisme du cholestérol avec une augmentation 
du transport inverse du cholestérol, les agonistes synthétiques provoquent une 
hypertriglycéridémie importante qui empêche leur utilisation thérapeutique 474. Les effets de 
l’activation des LXRs sur le métabolisme du cholestérol et le métabolisme lipidique reflètent 
exactement les effets secondaires du tamoxifène observés en clinique énoncés ci-dessus. 
L’hypertriglycéridémie causée par le tamoxifène peut provenir du foie sur lequel le 
tamoxifène agit 475. Il est possible que le tamoxifène provoque une activation de LXRα qui est 
exprimé de façon prédominante dans le foie et qui est plus fortement impliqué dans la 
stimulation de la lipogenèse en comparaison avec LXRβ 253. Par conséquent, il serait 
intéressant d’étudier l’implication des LXRs dans les effets secondaires du tamoxifène. 
L’étude de l’activité des LXRs dans des hépatocytes sous l’effet du tamoxifène pourrait 
apporter des éléments mécanistiques à l’apparition des effets secondaires énoncés. Le 
tamoxifène est aussi ostéoprotecteur ce qui est un effet recherché pour les femmes post-
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ménopausées qui ne bénéficient plus de l’action protectrice des oestrogènes sur l’os 74. ER 
protège l’os en stimulant l’apoptose des ostéoclastes 71 qui sont des cellules responsables de la 
dynamique osseuse en dégrandant la matrice extracellulaire osseuse. Le mécanisme d’action a 
été établit avec les oestrogènes et il a été déduit que les SERMs, dont le raloxifène utilisé pour 
le traitement de l’ostéoporose de la femme ménopausée, ont un effet agoniste sur ER dans l’os 
34. Cependant, il n’est pas clairement démontré que le mécanisme ostéoprotecteur des SERMs 
passe par ER. Récemment, une étude a montré que l’activation de LXRβ inhibe la 
différenciation des ostéoclastes 476, ce qui serait en faveur de la protection de la matrice 
extracellulaire osseuse. Comme les SERMs sont des ligands d’AEBS et que nous avons 
montré qu’ils activent LXRβ, il est possible que les SERMs protègent l’os par un mécanisme 
dépendant de LXRβ. Cela ouvre la perpective d’études visant à déterminer la part 
d’implication d’ER et de LXRβ dans les effets ostéoprotecteurs des SERMs. L’implication 
éventuelle de LXRβ dans les effets secondaires du tamoxifène et plus généralement des 
SERMs pourrait permettre de mieux les maitriser, par exemple en développant de nouveaux 
agents pharmacologiques qui ciblent LXRβ et qui pourraient être utilisés en co-traitement 
avec des SERMs. 
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Article 3 
Identification et caractérisation pharmacologique de la cholestérol-5,6-
époxyde hydrolase comme cible du tamoxifène et des ligands d’AEBS  
(Accepté) 
 
INTRODUCTION 
Des travaux antérieurs de l’équipe ont montré que les ligands d’AEBS exercent leur activité 
anti-tumorale en modulant le métabolisme des stérols 116, 117. Deux enzymes 
cholestérogéniques sont impliqués dans la liaison des ligands d’AEBS, il s’agit de la DHCR7 
et de la D8D7I qui constituent AEBS 93. Les ligands d’AEBS inhibent l’activité enzymatique 
de DHCR7 et de D8D7I ce qui provoque une accumulation de leur substrat respectif, le 7-
déshydrocholestérol et le zymosténol. Le tamoxifène et les ligands d’AEBS induisent aussi 
une accumulation d’oxystérols qui sont impliqués dans l’activité de différenciation et dans la 
cytotoxicité des ligands d’AEBS dans des cellules cancéreuses mammaires 116, 117. 
L’accumulation d’oxystérols nécessite l’intervention de processus oxydatifs puisqu’un 
antioxydant comme la vitamine E inhibe leur production et par conséquent l’action anti-
cancéreuse des ligands d’AEBS. Les oxystérols majeurs générés par autoxydation du 
cholestérol sont les cholestérol-5,6-époxydes et le 7-cétocholestérol. Les substrats de la 
cholestérol-5,6-époxyde hydrolase (ChEH) sont les CEs, et il serait possible que la ChEH soit 
la cible des ligands d’AEBS ce qui participerait à l’accumulation de CE. D’autre part, le 7-
cétocholestérol qui est un ligand naturel d’AEBS, mais aussi d’autres stérols oxydés sur le 
cycle B comme le 7-cétocholestanol, sont aussi des inhibiteurs de l’activité ChEH à des 
concentrations proches de celles où ils se lient à AEBS. Aussi, AEBS et la ChEH sont tous les 
deux localisés au niveau du réticulum endoplasmique. Nous avons donc émis l’hypothèse que 
le site AEBS pourrait porter l’activité ChEH, pour laquelle aucune enzyme n’a encore été 
identifiée, ce que nous avons mis en évidence et caractérisé dans cette étude 121. 
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DISCUSSION 
Nous avons montré dans cette étude que le complexe AEBS porte l’activité enzymatique 
ChEH. Les ligands d’AEBS inhibent l’activité ChEH ce qui provoque une accumulation de 
CEs. Une droite de corrélation a été établie entre la constante de liaison des ligands d’AEBS 
sur AEBS et la constante d’inhibition de la ChEH qui montre qu’AEBS et la ChEH sont la 
même entité pharmacologique. L’équipe avait montré en 2004 que la réexpression combinée 
de DHCR7 et D8D7I permettait de reconstituer AEBS 93. Nous avons effectué la même 
expérience mais en évaluant l’activité ChEH dans des cellules COS-7 qui ne possèdent pas 
d’activité ChEH, ni d’expression de DHCR7 et D8D7I.  Seule la réexpression combinée de 
DHCR7 et D8D7I permet d’observer une activité ChEH dans les cellules COS-7. Pour 
démontrer l’importance de ces deux enzymes dans l’activité ChEH, nous avons effectué une 
extinction de DHCR7 et D8D7I avec des siRNAs dans des cellules MCF-7 qui possèdent une 
activité ChEH. L’extinction combinée de DHCR7 et D8D7I diminue de 92% l’activité ChEH. 
Cela montre que l’association de DHCR7 et D8D7I porte l’activité ChEH dans des cellules 
qui possèdent cette activité. Les résultats d’extinction par siRNAs suggèrent que DHCR7 est 
impliquée dans la liaison du substrat de la ChEH, c'est-à-dire les CEs, puisque l’extinction de 
DHCR7 augmente le KM de la ChEH alors que l’extinction de D8D7I ne l’affecte pas. D8D7I 
pourrait porter l’activité enzymatique puisque son extinction diminue la Vm de la ChEH alors 
que l’extinction de DHCR7 n’a pas d’effet sur la Vm. La ChEH n’est donc pas portée par une 
enzyme spécifique de cette activité mais par un complexe oligo-hétérodimérique des deux 
enzymes DHCR7 et D8D7I qui possèdent chacune sa propre activité enzymatique dans la 
cholestérogenèse.  
L’identification de la ChEH met en évidence une nouvelle voie métabolique dans le 
métabolisme des stérols centrée sur les CEs. Son ciblage par le tamoxifène montre que la 
ChEH doit être prise en compte dans la pharmacologie du tamoxifène. L’inhibition de 
l’activité ChEH par les ligands d’AEBS peut être impliquée dans leurs effets différenciants et 
cytotoxiques dépendants de l’accumulation d’oxystérols. Les perspectives qui se dégagent de 
cette découverte sont principalement de connaître l’importance de la ChEH dans les effets 
anti-cancéreux des ligands d’AEBS et plus particulièrement du tamoxifène pour lesquels des 
phénomènes de résistance thérapeutiques existent en clinique 477. Il serait intéressant de doser 
l’activité ChEH dans des lignées cellulaires cancéreuses et dans des tumeurs de patientes 
résistantes au tamoxifène afin de voir si les résistances impliquent une altération de la ChEH. 
En parallèle, la mesure de l’expression de DHCR7 et D8D7I dans des modèles de résistance 
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au tamoxifène pourrait permettre de connaître la représentativité d’AEBS et de la ChEH dans 
ces cancers. Ces études permettraient de savoir si DHCR7, D8D7I et l’activité ChEH 
pourraient être des marqueurs prédictifs et/ou pronostiques de la réponse thérapeutique au 
tamoxifène. Parmi les perspectives envisagées, l’une d’entre elles a fait l’objet de l’étude 
présentée par l’Article 2 de ma thèse qui traite la caractérisation du mécanisme d’action de 
métabolites du CEs dans les effets lipogéniques et cytotoxiques des ligands d’AEBS. 
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Article 4 (revue) 
Importance du métabolisme du cholestérol et des oxystérols dans 
les effets du tamoxifène et des ligands d’AEBS 
(Accepté)
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Article 5 
La Dendrogénine A : une nouvelle classe d’oxystérol retrouvée chez les 
mammifères et qui  possède une forte activité anti-tumorale 
(En révision pour Nature Communications) 
 
INTRODUCTION 
Nous avons caractérisé dans l’article 3 que le site de liaison des anti-oestrogènes (AEBS) 
porte l’activité enzymatique cholestérol-5,6-époxyde hydrolase (ChEH) 121. La ChEH catalyse 
l’hydrolyse des cholestérol-5,6-époxydes (CEs) en cholestane-3,5,6-triol (CT). Les ligands 
d’AEBS inhibent l’activité ChEH ce qui provoque une accumulation de CEs. Il a été montré 
qu’AEBS porte un site de liaison de l’histamine 125. L’équipe de Marc Poirot a pensé que les 
CEs accumulés au niveau d’AEBS pouvait réagir avec l’histamine lié à AEBS grâce à une 
réaction nucléophile facilitée par la proximité spatiale de l’histamine avec les CEs. Par 
conséquent, de Medina et al. ont effectué la synthèse du produit de la réaction entre le CEα et 
l’histamine dans des conditions catalytiques 124. Même en présence de conditions catalytiques, 
le CEβ ne réagit pas avec l’histamine ce qui montre que cette réaction est stéréosélective vis-
à-vis des cholestérol-5,6-époxydes et qu’elle est en faveur du CEα. Il s’est avéré que le 
produit de cette réaction, le 6-histaminylcholestane-3,5-diol (HiCD) qui est un stéroïde 
alkaloïde, possède une forte capacité à induire la différenciation cellulaire de plusieurs lignées 
cellulaires cancéreuses. En raison de sa capacité à induire une dendritogenèse qui est une 
caractéristique de différenciation des précurseurs de neurones et des mélanocytes, le 6-
histaminylcholestane-3,5-diol fut appelé Dendrogénine A (DDA) 124. A des concentrations de 
l’ordre du micromolaire, plus fortes que celles utilisées pour induire la différenciation 
cellulaire, la DDA est cytotoxique sur un vaste panel de lignées cellulaires cancéreuses. Cela 
suggère que la DDA puisse être une molécule intéressante à développer pour une application 
thérapeutique anti-cancéreuse. L’existence biologique de la DDA est possible puisque sa 
synthèse a été motivée par une hypothèse métabolique qui repose sur la réaction entre le 
substrat d’une enzyme identifiée (ChEH), le CEα, et l’histamine qui se lie à proximité de la 
ChEH. Dans cette étude, en utilisant le profil de fragmentation de la DDA de synthèse, nous 
avons dosé la DDA dans des extraits de tissus murins et humains afin de détecter la présence 
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de la DDA dans les organismes mammifères. Nous avons aussi caractérisé son potentiel anti-
cancéreux sur des tumeurs implantées chez la souris. 
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DISCUSSION 
Nous montrons dans cette étude que la DDA est naturellement présente dans des tissus murins 
et humains. De façon intéressante, la DDA n’est pas présente dans des lignées cellulaires 
cancéreuses et sa concentration est fortement diminuée dans des tumeurs de patients. Le 
traitement de cellules cancéreuses ou de tumeurs avec la DDA peut donc être assimilé à une 
complémentation métabolique puisqu’on apporte un métabolite qui a été perdu partiellement 
ou totalement au cours de l’oncogenèse. Nous avons montré in vivo que le traitement par la 
DDA de souris dans lesquelles nous avons implanté des tumeurs diminue considérablement la 
croissance des tumeurs et augmente la survie des souris. Par conséquent, nos résultats 
suggèrent que la DDA puisse être un métabolite suppresseur de tumeur dont le métabolisme 
est affecté au cours de l’oncogenèse. Nos données suggèrent fortement qu’une enzyme est 
responsable de la production de la DDA. En effet, la production de DDA à partir de CEα et 
d’histamine ne se fait que dans des conditions catalytiques. Aussi la production de DDA est 
observée lorsque le CEα et l’histamine sont incubés en présence d’extrait de cerveau de 
souris. En revanche, le traitement préalable des extraits de cerveau de souris par la chaleur ou 
par la protéinase K ne permet pas la production de DDA ce qui suggère qu’une protéine 
présente dans le cerveau des souris produit la DDA. Pour approfondir nos connaissances à ce 
sujet, il est donc nécessaire que nous identifions l’enzyme qui produit la DDA. 
L’identification de cette enzyme putative pourra permettre de caractériser si son expression ou 
sa fonctionnalité sont affectées dans les cellules cancéreuses et dans les tumeurs, ce qui 
pourrait expliquer la diminution voire l’absence de la DDA. La caractérisation du 
métabolisme de la DDA comme par exemple sa catabolisation ou son transport intracellulaire 
pourrait aussi permettre de comprendre la diminution de sa concentration dans les tumeurs et 
son absence dans les lignées cellulaires cancéreuses. 
Des analyses histologiques des tumeurs traitées avec la DDA montrent une induction de la 
différentiation des cellules cancéreuses constituant la tumeur ce qui concorde avec les 
résultats que nous avons obtenu sur des cellules cancéreuses en culture. Nous avons aussi 
observé que la DDA stimule l’infiltration de cellules dendritiques et de lymphocytes T dans 
les tumeurs, ce qui favoriserait une réponse immunitaire anti-tumorale. Cette observation 
pourrait être expliquée par le ciblage des LXRs par la DDA que nous avons montré dans 
l’article 1. En effet, les LXRs sont impliqués dans le contrôle du système immunitaire. 
Notamment, ils contrôlent la maturation des cellules dendritiques en régulant l’expression de 
la fascine qui est une protéine du cytosquelette responsable de la formation de la synapse 
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immunologique 423. Récemment, il a été montré que les LXRs régulent la mobilité des cellules 
dendritiques dans les tumeurs. Le groupe de Vincenzo Russo a établit que les cellules 
tumorales produisent des oxystérols qui agissent de façon paracrine au sein de la tumeur en 
inhibant l’expression de CCR7 (CC Chemokine Receptor-7) via le LXRα dans les cellules 
dendritiques infiltrées 264. L’inhibition de CCR7 empêche le retour des cellules dendritiques 
dans les ganglions lymphatiques pour activer une réponse immunitaire anti-tumorale ce qui 
provoque l’échappement de la tumeur au système immunitaire. Lorsqu’il y a une activation du 
système immunitaire par les cellules dendritiques, des lymphocytes T reconnaissant des 
antigènes tumoraux infiltrent la tumeur et détruisent les cellules cancéreuses. L’infiltration de 
lymphocytes T dans les tumeurs traitées avec la DDA suggère une étude dans laquelle nous 
pourrions caractériser l’implication des LXRs dans l’activation du système immunitaire par la 
DDA et au cours de laquelle nous pourrions évaluer l’expression de CCR7 et de la fascine 
dans les cellules dendritiques infiltrées dans ces tumeurs.  
La DDA appartient à la famille biochimique des stéroïdes alkaloïdes au sein de laquelle des 
molécules avaient été retrouvés chez les plantes, les amphibiens et les poissons mais jamais 
chez les mammifères 478, 479. La découverte de la DDA chez la souris et chez l’Homme fait 
donc de la DDA le premier stéroïde alkaloïde retrouvé chez les mammifères. La découverte 
de l’existence d’un stéroïde alkaloïde chez les mammifères peut désormais motiver des études 
approfondies pour détecter d’autres stéroïdes alkaloïdes au sein de cette famille animale. Cela 
ouvre un champ entier de recherche sur une nouvelle famille moléculaire ainsi que sur la 
caractérisation de ses rôles biologiques. La capacité de la DDA à induire la différenciation 
cellulaire suggère qu’elle puisse avoir un rôle au cours du développement où l’on assiste à la 
mise en place de programmes complexes de différenciation permettant la génération de 
cellules différenciées à partir de cellules souches indifférenciées. Les programmes de 
différenciation font intervenir une succession d’acteurs moléculaires de nature variée qui 
agissent dans un ordre précis, à une concentration particulière et pendant une durée 
déterminée. Il a été montré que des oxystérols interviennent pendant la différenciation des 
neurones dopaminergiques en agissant sur les LXRs 480. L’ajout de 22(R)-hydroxycholestérol 
pendant la différenciation de cellules souches embryonnaires humaines entre le jour 35 et le 
jour 50 augmente la génération de neurones dopaminergiques. Cela représente une découverte 
majeure pour le développement de thérapies de restauration de neurones dopaminergiques 
dont la perte est responsable de la maladie de Parkinson. La présence de la DDA dans le 
cerveau des souris et sa capacité à induire la différenciation de précurseurs de neurones en 
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neurones différenciés 124 suggère que la DDA puisse être impliquée dans des programmes de 
différenciation de neurones au cours du développement. De plus, nous avons mis en évidence 
que la DDA agit via les LXRs pour induire la mort des cellules cancéreuses (Article 1). Par 
conséquent, l’étude de l’implication des LXRs dans la différenciation cellulaire induite par la 
DDA, notamment dans les précurseurs de neurones, pourrait être une perspective d’étude 
importante et rationnelle puisqu’il a été montré que les LXRs sont impliqués au cœur d’un 
programme de différenciation neuronal. Comme il a été caractérisé que la DDA induit aussi la 
différenciation de monocytes en cellules dendritiques, et qu’elle a une capacité à induire la 
différenciation cellulaire sur tous les types cancéreux testés, il est possible que la DDA soit un 
acteur général de la différenciation cellulaire dans les organismes murins et humains, en 
intervenant dans la différenciation de plusieurs tissus. L’étude de la DDA dans le domaine de 
la biologie du développement pourrait permettre une avancée significative de la 
compréhension du rôle physiologique de cette molécule, en plus de son potentiel anti-
cancéreux qui est actuellement le mieux caractérisé. La biologie du développement est 
intrinsèquement liée à l’étude de la conservation des processus physiologiques et des 
molécules au cours de l’Evolution. Il serait aussi intéressant de doser la DDA dans des tissus 
d’organismes modèles tels que Caenorhabditis elegans (nématode), Drosophila melanogaster 
(drosophile), Danio rerio (poisson zèbre), Xenopus laevis (xénope) et Gallus gallus (poulet) 
afin de déterminer le moment où la DDA est apparu au cours de l’Evolution. Nous savons 
déjà que la DDA est apparu avant l’Homme puisqu’elle est présente chez la souris (Article 5). 
Toutefois, ce genre d’étude est complexifié par le fait que des analogues structuraux 
ancestraux de la DDA ont pu précéder son apparition. Chez C.elegans, on sait déjà que 
l’homologue des LXRs est le récepteur DAF-12 qui lie un stéroïde particulier, l’acide 
dafachronique 481 qui serait donc l’analogue ancestral des oxystérols que lient les LXRs chez 
les mammifères. Cela montre que la signalisation dépendante de l’homologue des LXRs chez 
C.elegans est modifiée d’un point de vue structural. Le point commun entre l’acide 
dafachronique et de nombreux oxystérols que lient les LXRs est une oxydation de la chaine 
aliphatique du squelette stéroïde. Dans le cas où la DDA n’est pas retrouvée dans des 
organismes modèles, une recherche plus générale d’autres stéroïdes aminoalkylés pourrait 
permettre de détecter ce genre d’analogue ancestral. Aussi, la mise en évidence d’une 
conservation d’un métabolisme et d’une signalisation analogues à ceux caractérisés pour la 
DDA serait facilitée par l’identification du gène codant l’enzyme produisant la DDA chez les 
mammifères. Une étude phylogénétique de la séquence de ce gène permettrait dans un 
premier temps de détecter la présence de séquences homologues dans des organismes modèles 
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et d’évaluer leur pourcentage de conservation au cours de l’Evolution. Cela pourrait être une 
donnée préliminaire importante pour connaître la conservation du métabolisme de la DDA. 
En conclusion, la découverte de la DDA chez les mammifères et son appartenance à une 
famille moléculaire encore jamais retrouvée au sein de cette famille ouvre un nouveau champ 
de recherche qui peut inspirer des études allant de la cancérologie à la biologie du 
développement. En plus du rôle biologique de la DDA dans la différenciation cellulaire qui 
reste à caractériser, la diminution de sa concentration au cours de l’oncogenèse et son 
potentiel anti-cancéreux rendent compte de l’importance de la découverte de la DDA pour la 
compréhension de la biologie humaine et de la physiopathologie des cancers qui pourront 
tenir compte de cette nouvelle molécule naturelle. 
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Article 6 
Production d’anticorps anti-Dendrogénine A et mise au point d’une 
méthode de dosage ELISA de la Dendrogénine A 
(Accepté) 
 
INTRODUCTION 
Dans l’article 5, nous avons découvert que la dendrogénine A (DDA) est un métabolite 
présent dans les tissus de mammifères comme la souris et l’Homme. Nous avons observé que 
la DDA est absente dans les cellules cancéreuses et que sa concentration est fortement 
diminuée dans des tumeurs de patients. Nous avons montré que la DDA a un fort potentiel 
anti-cancéreux sur des tumeurs implantées chez l’animal et que son mécanisme d’action anti-
cancéreux implique l’activation d’une réponse immunitaire anti-tumorale. Nos résultats 
suggèrent que la DDA puisse être un métabolite suppresseur de tumeur dont la concentration 
est diminuée au cours de l’oncogenèse par un mécanisme qui reste à identifier. Le traitement 
des cellules cancéreuses avec la DDA peut donc être vu comme une complémentation 
métabolique qui agit contre l’oncogenèse en provoquant la différenciation cellulaire, la mort 
des cellules cancéreuses ainsi que le contrôle de la pousse tumorale, le résultat clinique étant 
une augmentation de la survie des souris. Pour approfondir efficacement nos connaissances 
sur la DDA, il est nécessaire que nous développions des outils qui nous permettront de 
faciliter son étude au niveau fondamental ainsi qu’au niveau de son développement pour une 
utilisation en thérapie anti-cancéreuse. Par conséquent, dans cette étude nous avons mis au 
point une méthode de production d’anticorps dirigés spécifiquement contre la DDA que nous 
avons réussi à produire et dont nous avons démontré la spécificité.  
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DISCUSSION 
Dans cette étude, nous avons réussi la production de trois anticorps monoclonaux dirigés 
spécifiquement contre la DDA. Ces anticorps ne reconnaissent pas des molécules de structure 
proche de la DDA comme le cholestérol, l’histamine, le régioisomère C17 de la DDA, le 
CEα, le CEβ, le CT ou l’OCDO (6-oxocholestane-3,5-diol). Jusqu’ici, le dosage de la DDA 
ne pouvait être effectué que par chromatographie liquide couplée à un spectromètre de masse 
en tandem. Cette méthode fait intervenir une mise en œuvre lourde et un appareillage coûteux 
que ne possèdent pas des laboratoires médicaux réalisant des analyses de routine. Grâce à la 
production de ces anticorps, nous avons pu mettre au point un test ELISA qui permet de doser 
la DDA dans des échantillons biologiques. Ces nouveaux outils vont faciliter le dosage de la 
DDA et permettre son accessibilité à tout laboratoire souhaitant doser cette molécule. Vu que 
la concentration en DDA est fortement diminuée dans des tissus tumoraux, la DDA pourrait 
être évaluée en tant que nouveau biomarqueur discriminant un tissu sain d’un tissu tumoral en 
fonction de la concentration en DDA dosée par le test ELISA. Aussi, les test cliniques sur la 
DDA pourraient utiliser le dosage ELISA de la DDA pour effectuer des études de 
pharmacocinétiques afin de déterminer la demi-vie de la DDA dans le sérum de souris et a 
fortiori de patients traitées avec la DDA. Des études de pharmacodynamiques pourraient aussi 
utiliser le dosage ELISA de la DDA dans les tumeurs de souris ou de patients traitées avec 
cette molécule pour calculer le pourcentage de DDA qui atteint la tumeur en fonction de la 
dose administrée. Par conséquent, la mise au point de ce nouvel outil devrait permettre une 
avancée optimale des études fondamentales et appliquées sur la DDA.    
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Au cours de ma thèse, nous avons mis en évidence que le site de liaison des anti-oestrogènes 
(AEBS, AntiEstrogen Binding Site) porte l’activité Cholestérol-5,6-Epoxyde Hydrolase 
(ChEH), responsable de l’hydrolyse des cholestérol-5,6-époxyde alpha et beta (CEα et CEβ) 
en cholestane-3,5,6-triol (CT) 121. L’activité ChEH est inhibée par le tamoxifène et par 
l’ensemble des ligands d’AEBS, ce qui provoque une accumulation de CEα et de CEβ. En 
tenant compte du mécanisme d’action anti-cancéreux des ligands d’AEBS dans les cellules 
cancéreuses mammaires qui passe par une accumulation d’oxystérols, nous avons pensé que 
l’accumulation de Cholestérol-5,6-époxydes (CEs), qui sont  des oxystérols, pouvait être 
impliquée dans le mécanisme d’action des ligands d’AEBS. Nous avons mis en évidence une 
accumulation de CE dépendante d’un processus oxydatif dans des cellules traitées avec des 
ligands d’AEBS ainsi que la sulfatation du CEα en cholestérol-5,6-époxyde-3-sulfate (CES) 
par la sulfotransférase SULT2B1b (Article 2). Dans les cellules cancéreuses mammaires 
MDA-MB231, qui sont résistantes au tamoxifène et qui n’expriment pas SULT2B1b, les 
ligands d’AEBS sont capables d’induire une accumulation de CE mais nous avons constaté 
une absence de production de CES à partir du CE accumulé. Nous avons montré que 
l’expression de SULT2B1b est déterminante dans la sensibilité des cellules cancéreuses 
mammaires aux ligands d’AEBS (Article 2). Nos résultats suggèrent que SULT2B1b pourrait 
devenir un marqueur de sensibilité des tumeurs mammaires au tamoxifène. Il serait 
intéressant que nos données soient reprises par des études cliniques visant à identifier de 
nouveaux marqueurs prédictifs de réponse au tamoxifène qui intègrent l’analyse de 
l’expression de SULT2B1b dans des tumeurs mammaires.  
Le groupe de Vincenzo Russo a montré que des tumeurs produisent des oxystérols qui 
agissent sur les LXRs présents dans les cellules dendritiques infiltrées dans la tumeur 264. 
L’activation des LXRs provoque une répression de CCR7 (CC Chemokine Receptor-7) qui 
est nécessaire pour le retour des cellules dendritiques dans les ganglions lymphatiques pour la 
présentation des antigènes tumoraux et l’activation d’une réponse immunitaire anti-tumorale. 
La réexpression de SULT2B1b dans ces tumeurs, utilisée dans leur étude pour inactiver les 
oxystérols produits par les tumeurs, rétablit une immunosurveillance tumorale par le système 
immunitaire.  
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Figure 54 : Schéma général des mécanismes d’action anti-cancéreux induits par les ligands d’AEBS et la 
Dendrogénine A (DDA). Partie gauche (rouge ; Article 2): Dans des cellules cancéreuses mammaires, les 
ligands d’AEBS (AntiEstrogen Binding Site) inhibent l’activité ChEH (Cholesterol-5,6-epoxide Hydrolase) 
portée par le complexe AEBS ce qui provoque une inhibition de l’hydrolyse des CEs (CEα et CEβ : cholestérol-
5,6-époxyde alpha et beta) en CT (Cholestane Triol) et une accumulation de CEα et de CEβ. En parallèle, les 
ligands d’AEBS stimulent la production de ROS (Reactive Oxygen Species) qui sont impliqués dans la 
production de CEs à partir de cholestérol. Le CEβ est impliqué dans l’induction de la mort des cellules 
cancéreuses. Une part du CEα accumulé est sulfatée par SULT2B1b (Steroid Sulfotransferase 2B1) en CES 
(Cholestérol-5,6-époxyde sulfate). Le CES et le CEα agissent sur le récepteur nucléaire LXRβ (Liver X Receptor 
beta) en hétérodimère avec son partenaire obligatoire RXR (Retinoid X Receptor), ce qui participe à la 
différenciation et à la mort des cellules cancéreuses mammaires. Partie droite (bleue ; Articles 1 et 5) : Le CEα 
peut réagir avec l’histamine grâce à l’intervention d’une enzyme putative X pour former la Dendrogénine A 
(DDA). La DDA se lie directement aux LXRs. Dans des cellules de mélanome, en se liant à LXRβ la DDA 
stimule l’expression de Bax, Nur77 et NOR1 (Neuron-derived Orphan Receptor 1) et elle inhibe l’expression de 
Bcl-2. La modification de l’expression de Bax et de Bcl-2 induit une apoptose alors que l’augmentation de 
l’expression de Nur77 et de NOR1 provoque une autophagie cytotoxique. L’apoptose et l’autophagie 
cytotoxique induites par la DDA sont responsables de la mort des cellules de mélanome. 
 
Dans notre étude, nous avons montré que LXRβ est activé par les oxystérols qui s’accumulent 
dans les cellules traitées avec les ligands d’AEBS, parmi lesquels nous avons identifié le CEα 
et le CES (Article 2). Le CEα et le CES sont capables de moduler l’expression de gènes cibles 
des LXRs impliqués dans la production de triglycérides, qui est une caractéristique de 
redifférenciation induite par les ligands d’AEBS. Nous avons aussi montré que LXRβ est 
requis pour le déclenchement d’une mort cellulaire optimale par les ligands d’AEBS. A la 
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différence du groupe de Vincenzo Russo, nous montrons qu’un produit de sulfatation d’un 
oxystérol formé par SULT2B1b, le CES, est actif sur LXRβ. En effet dans l’étude de 
Vincenzo Russo, les auteurs utilisent la surexpression de SULT2B1b pour inactiver les 
oxystérols produits par les tumeurs en considérant sans l’avoir vérifié que les produits de 
sulfatation de ces ligands sont inactifs vis-à-vis des LXRs. Notre étude suggère que 
SULT2B1b n’aurait pas qu’un rôle d’inactivation des ligands des LXRs puisque le CES 
produit par SULT2B1b stimule par le biais de LXRβ la production de triglycérides. Des 
études fondamentales seraient nécessaires pour clarifier le comportement des sulfates 
d’oxystérols vis-à-vis des LXRs. En effet, il est désormais fréquent que SULT2B1b soit 
considéré dans la littérature comme une enzyme d’inactivation des ligands naturels des LXRs 
263, 264, 421, alors qu’elle pourrait être une enzyme de modification des ligands des LXRs, 
provoquant la génération d’une classe de ligands induisant un programme transcriptionnel 
différent de celui induit par leurs analogues non sulfatés. Quelques études ont montré que des 
oxystérols sulfatés ont une activité antagoniste sur les LXRs 260, 261 mais malheureusement ces 
données sont très peu reprises par les études sur les LXRs, probablement à cause de l’actuel 
manque de précision sur le rôle de ces oxystérols sulfatés qu’il devient nécessaire de clarifier. 
Dans l’étude discutée précédemment, nous avons montré que le CEα est à l’origine de la 
production d’un métabolite sulfaté, le CES, sur lequel semble reposer une part de la sensibilité 
des cellules cancéreuses mammaires au tamoxifène et plus généralement aux ligands d’AEBS 
(Article 2). Le CEα est aussi à l’origine d’un deuxième sujet de recherche développé par 
l’équipe de Marc Poirot. En effet, l’accumulation de CEα au niveau d’AEBS ainsi que la 
présence d’un récepteur de l’histamine sur AEBS a conduit l’équipe de Marc Poirot à 
synthétiser le produit de conjugaison entre le CEα et l’histamine, qu’ils ont nommé 
Dendrogénine A (DDA) 124. La dendrogénine A a un fort potentiel différenciant et 
cytotoxique sur de nombreux types cellulaires cancéreux. Nous avons montré que la DDA est 
naturellement présente dans des tissus sains murins et humains, ce qui en fait le premier 
stéroïde alkaloïde découvert chez les mammifères (Article 5). La DDA n’est pas présente 
dans les lignées cellulaires cancéreuses et sa concentration dans des tumeurs de patients est 
cinq fois inférieure à sa concentration dans les tissus adjacents des tumeurs. La croissance de 
tumeurs implantées chez la souris est fortement ralentie par la DDA et par conséquent la 
survie des souris est significativement augmentée. La forte réduction de la production de la 
DDA dans les tumeurs et son activité anti-tumorale puissante suggère que la DDA puisse être 
un métabolite suppresseur de tumeur. Etant donné que la production de DDA ne s’effectue 
‐323‐ 
 
qu’en condition catalytique et qu’une incubation de CEα avec des extraits de cerveaux de 
souris permet la production de DDA, cela suggère qu’une enzyme est responsable de la 
biosynthèse de la DDA. L’identification de cette enzyme permettrait d’étudier plus 
efficacement le rôle de la DDA dans les tissus de mammifères. L’absence de production de 
DDA dans les cellules cancéreuses suggère que l’enzyme putative qui produit la DDA soit 
réprimée ou possède des mutations inactivatrices dans les cellules cancéreuses. Dans ce cas, le 
gène codant cette enzyme pourrait être un nouveau gène suppresseur de tumeur. Nous avons 
mis en évidence que le mécanisme d’action cytotoxique de la DDA est dépendant de LXRβ et 
que la DDA se comporte comme un ligand antagoniste des LXRs (Article 1). Les 
concentrations actives en DDA sur les LXRs sont en accord avec les concentrations 
physiologiques en DDA, ce qui nous laisse envisager que la DDA puisse être un ligand 
endogène actif des LXRs. Le dosage de la DDA dans les tissus de souris LXRαβ-/- confirme 
en partie ce postulat puisque la concentration en DDA dans ces tissus est nettement supérieure 
à la concentration en DDA des tissus de souris sauvages (Article 1). L’explication du lien 
fonctionnel entre la présence des LXRs et le taux de production endogène de DDA pourrait 
résider dans le contrôle de l’activité de l’enzyme putative de biosynthèse de la DDA par les 
LXRs. Une fois son identification effectuée, il serait intéressant d’étudier sa régulation 
transcriptionnelle ainsi que le potentiel des LXRs à contrôler l’expression de cette enzyme 
putative.  
L’étude du métabolisme du CEα nous a donc amené à identifier deux métabolites actifs du 
CEα : le CES et la DDA. Le CES résulte d’une sulfatation du CEα par SULT2B1b alors que 
la DDA est produite par une amination du CEα par une enzyme qui reste à identifier. Le CES 
et la DDA ont tous les deux une activité anti-tumorale cytotoxique (Articles 1 et 2). La classe 
pharmacologique à laquelle le CES et la DDA appartiennent vis-à-vis de LXRβ est encore 
ambiguë puisque nous n’avons pas effectué d’étude extensive permettant de la définir 
précisément pour chacune de ces molécules. Des études récentes montrent l’importance 
d’établir le profil de recrutement des corégulateurs transcriptionnels par un récepteur 
nucléaire lié à un ligand pour définir la classe pharmacologique du ligand 126, 482. Par exemple, 
une étude des corégulateurs recrutés par RAR lié à un antagoniste ou lié à un agoniste inverse 
a permis de définir un profil de recrutement de corégulateur différent entre ces deux classes 
pharmacologiques 482. Les données que nous avons sur la modulation de LXRβ par le CES et 
la DDA écartent la possibilité que ces ligands soient des agonistes ou des agonistes inverses. 
En effet, la première classe pharmacologique citée provoque une activation générale des 
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gènes cibles alors que la deuxième classe citée effectue exactement l’inverse. Cela est dû à la 
position franche que l’hélice 12 adopte avec ces deux classes de ligands : avec un agoniste, 
l’hélice 12 est en position fermée pour recruter des coactivateurs alors qu’avec un agoniste 
inverse, l’hélice 12 est ouverte pour recruter des corépresseurs 173. Nos données suggèrent que 
le profil pharmacologique du CES et la DDA se rapprocherait plutôt du CEα dont ils dérivent, 
qui est un agoniste partiel et par conséquent qui appartient à la classe des modulateurs 126. Le 
CEα peut être activateur de certains gènes et répresseur d’autres gènes de façon dépendante 
du type cellulaire, ce que nous avons observé avec la DDA ainsi qu’avec le CES (Articles 1 et 
2). La classe des modulateurs induit une conformation intermédiaire de l’hélice 12 qui permet 
le recrutement de coactivateur ou de corépresseur selon le promoteur et selon le type 
cellulaire 173. Parmi les modulateurs, on compte des agonistes partiels et des antagonistes 
partiels suivant l’affinité qu’ils peuvent avoir pour des coactivateurs ou des corépresseurs 271. 
Les résultats que nous avons obtenus sur un système de gène rapporteur luciférase suggère 
que la DDA soit un antagoniste partiel puisqu’elle inhibe l’activation des LXRs par le 22(R)-
hydroxycholestérol (Article 1). Les données de la littérature sont en faveur du fait que le CES 
soit un antagoniste des LXRs 260. Même si l’étude du recrutement des corégulateurs sur les 
LXRs n’a pas encore été effectué avec le CES et la DDA, les résultats actuels suggèrent 
fortement que ce sont des antagonistes des LXRs. Cela voudrait dire que la métabolisation 
enzymatique du CEα en CES ou en DDA pourrait être responsable d’un changement de la 
classe pharmacologique du CEα en produisant des antagonistes des LXRs. L’intérêt 
biologique de la métabolisation du CEα en antagoniste des LXRs semble être fort au regard 
des activités anti-cancéreuses qui leur sont associées et que nous avons caractérisé. Jusqu’ici, 
il n’avait jamais été envisagé que des antagonistes des LXRs puissent avoir un intérêt 
thérapeutique quelconque puisque l’effort d’étude sur les LXRs est particulièrement centré 
sur leur position de cible pour lutter contre l’athérosclérose. L’activation des LXRs par des 
agonistes permet de réduire les risques d’athérosclérose chez des modèles murins, ce sont 
donc les agonistes des LXRs qui ont fait l’objet d’études intenses et approfondies. Depuis 
plusieurs années, les agonistes des LXRs sont testés contre les cancers et des résultats 
significatifs ont été obtenus sur des lignées cellulaires cancéreuses 281, 297, 422, 427, 428, 437, 444. Le 
mécanisme d’action des agonistes des LXRs semble faire intervenir une perturbation de 
l’homéostasie du cholestérol dans les cellules cancéreuses 297, 437, qui sont fortement 
dépendante d’un taux de cholestérol adéquat pour pouvoir proliférer activement. Le 
mécanisme d’action cytotoxique du CES sur les cellules cancéreuses reste à caractériser mais 
nous avons mis en évidence que la DDA induit via LXRβ un mécanisme d’induction de la 
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mort cellulaire original (Article 1). La DDA régule de manière dépendante de LXRβ 
l’expression de NOR1, de Nur77, de Bax et de Bcl-2 qui sont responsables de l’induction 
d’une autophagie cytotoxique et d’une apoptose dans des cellules de mélanome. Comme le 
CES semble appartenir à la même classe pharmacologique que la DDA vis-à-vis des LXRs, il 
est possible que son mécanisme d’action cytotoxique possède des similitudes avec le 
mécanisme de mort cellulaire induit par la DDA qui est dépendant de LXRβ. Cela serait 
intéressant à étudier afin d’avoir une compréhension approfondie des mécanismes d’action 
anti-cancéreux des ligands d’AEBS qui entrent en jeu après la production de CES par 
SULT2B1b. La concentration en DDA nécessaire pour provoquer la mort des cellules 
cancéreuses est inférieure aux concentrations en agonistes synthétiques des LXRs requises 
pour induire une cytotoxicité. Cela suggère que la DDA a un potentiel anti-cancéreux plus 
fort que ces agonistes. Il est possible qu’une activité antagoniste des LXRs soit une meilleure 
stratégie thérapeutique anti-cancéreuse qu’une activité agoniste. Dans ce cas, les LXRs 
pourraient être au cœur de deux ciblages thérapeutiques avec des agents pharmacologiques de 
classe opposée : les agonistes des LXRs pour cibler l’athérosclérose et les antagonistes des 
LXRs pour lutter contre le cancer. L’établissement de cette dichotomie est actuellement très 
précaire puisque le panel d’antagonistes des LXRs que nous avons testé est très limité avec 
uniquement le CES et la DDA. L’étude des effets antagonistes sur les LXRs pourrait être 
stimulée par la synthèse d’antagonistes possédant une affinité forte pour les LXRs. La 
synthèse d’antagonistes des LXRs a déjà été réalisée avec la synthèse d’un dérivé tertiaire de 
sulfonamide, le GSK2033 255. La caractérisation de son potentiel anti-cancéreux serait 
intéressante pour savoir si l’antagonisme des LXRs constitue une stratégie thérapeutique 
intéressante contre les cancers qui puisse motiver la production et le developpement de 
nouveaux antagonistes des LXRs avec un potentiel thérapeutique exploitable.  
Nous avons caractérisé que le CES et la DDA sont impliqués dans l’induction de la 
différenciation cellulaire (Articles 2 et 5). Concernant le CES, nous avons mis en évidence 
son implication dans la différenciation cellulaire de cellules cancéreuses induite par les 
ligands d’AEBS en montrant sa capacité à stimuler la production de triglycérides en activant 
des gènes cibles lipogéniques de LXRβ (Article 2). La production de triglycérides par les 
cellules mammaires luminales fait partie de leur fonction principale lors de la lactation pour 
produire le lait 6. Juste avant la lactation et pendant la lactation, il a été établit que 
l’expression de LXRα diminue alors que l’expression de LXRβ reste constante 6. La 
stimulation de la lipogenèse par le CES dans des cellules cancéreuses mammaires luminales 
‐326‐ 
 
et le maintien de l’expression de LXRβ durant la lactation suggère que le CES puisse avoir un 
rôle dans un processus naturel de lactation dépendant de LXRβ, ce qui pourrait être étudié sur 
des cellules mammaires luminales. En accord avec cette hypothèse, nous avons observé une 
absence d’expression de SULT2B1b dans les cellules cancéreuses basales MDA-MB231 
(Article 2). D’après l’histoire naturelle de ce type de cancer, ces cellules cancéreuses dérivent 
des cellules mammaires myoépithéliales qui ont des propriétés contractiles pour faciliter 
l’évacuation du lait par la glande mammaire, mais qui ne sont pas des cellules mammaires 
lactantes 11. Si le CES est impliqué dans la production et la sécrétion de triglycérides par les 
cellules mammaires, il est possible que l’expression de SULT2B1b ne soit pas retrouvée dans 
les cellules mammaires myoépithéliales puisque leur rôle biologique ne réside pas dans la 
production de lait. Dans ce cas, l’expression de SULT2B1b pourrait devenir un marqueur de 
discrimination entre les cellules mammaires myoépithéliales et les cellules mammaires 
luminales. Notre étude suggère déjà que SULT2B1b pourrait devenir un marqueur de 
discrimination entre les cancers luminaux (MCF-7) et les cancers basals (MDA-MB231) 
(Article 2). Une étude de l’expression de SULT2B1b sur un plus vaste panel de lignées 
cellulaires cancéreuses luminales et basales augmenterait la significativité de cette donnée et 
pourrait permettre de valider in vitro SULT2B1b comme biomarqueur des lignées cellulaires 
cancéreuses luminales. En ce qui concerne la DDA, nous avons aussi mis en évidence qu’elle 
induit la différenciation de cellules cancéreuses mammaires en provoquant la sécrétion de 
triglycérides 124 (Article 5). Comme le CES, la DDA agit sur les gènes cibles de LXRβ 
impliqués dans la lipogenèse ce qui suggère une similitude supplémentaire entre le CES et la 
DDA et leur ciblage commun de LXRβ (Articles 1 et 2). Par conséquent, l’étude du CES et de 
la DDA dans la différenciation de l’épithélium mammaire avant la lactation pourrait mettre en 
lumière un rôle physiologique des LXRs dans ce processus. Nous avons déjà établit une 
implication de LXRβ dans l’induction de la différenciation des cellules cancéreuses 
mammaires par les ligands d’AEBS (Article 2), ce qui peut motiver l’étude de LXRβ dans la 
différenciation des cellules mammaires luminales.  
Le contexte biologique dans lequel se placent les LXRs ouvre la perspective de futures études 
sur les effets du CES et de la DDA sur le métabolisme des stérols et le métabolisme lipidique 
au niveau phyiologique. Nous avons déjà montré que la régulation des gènes cibles des LXRs 
par le CES et la DDA sont en faveur d’une augmentation du taux intracellulaire de cholestérol 
avec une stimulation de l’expression du LDLR et une répression d’ABCA1, et d’une 
stimulation de la production de triglycérides avec une augmentation de l’expression de SCD1 
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(Articles 1 et 2). Ce profil transcriptionnel est néfaste dans le cadre de l’athérosclérose s’il est 
retrouvé dans les macrophages qui sont des acteurs clés de la formation de la plaque 
athéromateuse 321. En effet, l’augmentation du taux intracellulaire de cholestérol dans les 
macrophages conduit à un stockage accru d’esters de cholestérol après l’estérification du 
cholestérol par l’ACAT ce qui conduit à la formation de cellules spumeuses qui entrent dans 
la compostion de la plaque athéromateuse 367. L’augmentation de la production de 
triglycérides peut conduire à une hypertriglycéridémie qui est aussi responsable de la 
formation de la plaque athéromateuse. Toutefois, nos résultats sont à relativiser puisqu’ils ont 
été obtenus sur des cellules cancéreuses. La lipogenèse et la cholestérogenèse sont suractivées 
dans les cancers et les cellules cancéreuses ne peuvent donc pas être représentatives des effets 
biologiques que l’on peut retrouver dans des cellules saines. Il sera donc intéressant et 
important de caractériser les effets de la DDA, et secondairement du CES, sur des 
macrophages en culture ainsi que sur des souris afin d’évaluer les effets secondaires de ces 
molécules sur le profil lipidique sérique. Ce type d’étude pourrait permettre d’anticiper les 
effets secondaires indésirables que pourrait avoir la DDA, qui est en phase pré-clinique pour 
une utilisation en thérapie anti-cancéreuse, sur les patients au cours des essais cliniques. Une 
augmentation éventuelle du taux sérique de triglycérides et/ou de cholestérol causée par la 
DDA pourrait être prévenu par un régime pauvre en cholestérol et en triglycérides, ce qui 
permettrait d’optimiser les traitements des patients avec la DDA et de la rendre plus efficace. 
Le problème du CES à ce sujet est différent puisqu’il est produit de façon endogène dans les 
cellules cancéreuses suite à un traitement avec les ligands d’AEBS dont le tamoxifène. Il a été 
montré par l’équipe de Marc Poirot que le tamoxifène est un inhibiteur de l’Acyl CoA 
Cholestérol Acyltransférase (ACAT) dans les macrophages, ce qui inhibe la formation de 
cellules spumeuses 367. Si lors de futures études il est montré que le CES favorise la formation 
de cellules spumeuses, puisque dans notre cas sa production est provoquée par le tamoxifène, 
le tamoxifène inhiberait les effets du CES en inhibant l’ACAT. Toutefois, il a été montré que 
le tamoxifène induit une hypertriglycéridémie chez certaines patientes. En considérant les 
effets du CES que nous avons caractérisé, il est possible qu’il soit en partie responsable de 
l’hypertriglycéridémie provoquée par le tamoxifène. 
Nous avons caractérisé que des ligands naturels d’AEBS sont capables d’inhiber l’activité 
ChEH et qu’ils induisent une accumulation de CE 121. Par conséquent, ces ligands naturels 
peuvent potentiellement reproduire une partie des effets anti-cancéreux du tamoxifène et du 
PBPE que nous avons caractérisés (Article 2). Les acides gras insaturés inhibent l’activité 
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ChEH avec un Ki de l’ordre du micromolaire 121. L’acide docosahexaenoïque (DHA), qui est 
un acide gras polyinsaturé de type oméga-3, est le meilleur inhibiteur de l’activité ChEH 
parmi les acides gras insaturés que nous avons testés avec un Ki de 12 µM 121. Cette 
concentration correspond aux concentrations auxquelles le DHA induit la différenciation des 
cellules cancéreuses mammaires 483. Comme le tamoxifène, le DHA induit une production de 
triglycérides et un contrôle de la prolifération cellulaire dans des cellules cancéreuses 
mammaires 483. Il pourrait être intéressant de tester si les effets de différenciation cellulaire du 
DHA sur les cellules cancéreuses mammaires dépendent d’une accumulation de CE en 
inhibant l’activité ChEH. Toutefois, il est possible que le DHA reproduise une partie des 
effets des ligands d’AEBS en agissant directement sur le LXRβ puisqu’il a été montré que des 
acides gras polyinsaturés dont le DHA sont des antagonistes des LXRs 268, 269. Vu que nous 
avons caractérisé qu’un ligand antagoniste des LXRs, le CES, est responsable de la 
différenciation cellulaire induite par le tamoxifène, la possibilité d’une modulation de 
l’activité de LXRβ par le DHA est aussi à envisager. En tenant compte des effets anti-
cancéreux et chimiopréventifs du DHA 484-486, une implication de la voie ChEH-LXRβ dans 
son activité anti-cancéreuse pourrait accroître l’intérêt du ciblage de cette voie pour le 
traitement et la chimioprévention des cancers et permettre une optimisation de traitements 
existants. 
Les ligands d’AEBS induisent une accumulation d’oxystérols qui activent LXRβ, ce qui 
constitue une part importante du mécanisme d’action anti-cancéreux des ligands d’AEBS 
(Article 2). Nous avons montré que les CEs s’accumulent et qu’une part de CEα est 
transformée en CES mais nous ne pouvons pas prétendre avoir identifié tous les oxystérols 
qui s’accumulent sous l’effet des ligands d’AEBS. Il est possible que d’autres formes 
sulfatées d’oxystérols s’accumulent. L’équipe de Marc Poirot avait établit que les ligands 
d’AEBS induisent une accumulation de zymostérol, de 7-déshydrocholestérol et de 
desmostérol 93. La capacité de SULT2B1b à sulfater ces stérols n’a jamais été mise en 
évidence. Des études ultérieures pourraient caractériser si SULT2B1b est capable de sulfater 
ces stérols et si les formes sulfatées de ces stérols sont produites dans des cellules traitées 
avec les ligands d’AEBS. Ces oxystérols sulfates pourraient être impliqués dans les effets 
anti-cancéreux des ligands d’AEBS et éventuellement réguler l’activité transcriptionnelle des 
LXRs, ce qui étendrait plus largement le champ de connaissance sur la biologie des LXRs. 
Nous avons mis en évidence que le CEβ s’accumule sous l’effet des ligands d’AEBS mais son 
mécanisme d’action est indépendant de LXRβ (Article 2). Le CEβ est impliqué dans la 
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cytotoxicité induite par les ligands d’AEBS, ce qui montre que le mode d’action de certains 
oxystérols qui sont responsables des effets des ligands d’AEBS ne dépend pas de LXRβ. Le 
mécanisme de cytotoxicité du CEβ a été caractérisé dans la littérature. La mort cellulaire 
induite par le CEβ fait intervenir une apoptose qui ne dépend pas d’un processus oxydatif ni 
de la libération de cytochrome C de la mitochondrie mais qui est dépendant de l’activité de la 
caspase-2 487-489. Un blocage des canaux calciques ou des calpaïnes inhibe l’apoptose induite 
par le CEβ, ce qui montre que son mécanisme d’action cytotoxique passe par une perturbation 
de l’homéostasie du calcium. Des données de la littérature montrent que le tamoxifène induit 
une perturbation de la concentration intracellulaire en calcium qui est impliquée dans la 
cytotoxicité du tamoxifène 490-492. Il est donc possible que la mort cellulaire induite par le 
tamoxifène qui passe par un changement de la concentration calcique soit dépendante de 
l’accumulation de CEβ. Par conséquent, il serait intéressant d’évaluer les changements de la 
concentration intracellulaire en calcium sous l’effet des ligands d’AEBS afin de déterminer si 
AEBS est impliqué dans ce mécanisme. Cela constituerait une donnée préliminaire essentielle 
avant d’envisager que le CEβ soit responsable de la cytotoxicité du tamoxifène calcium-
dépendante. L’identification d’autres oxystérols qui s’accumulent ainsi que leur forme 
sulfatée permettrait d’établir un mécanisme d’action approfondie du tamoxifène en aval de sa 
liaison à AEBS. Les ligands d’AEBS pourraient aussi favoriser la production de DDA 
puisque l’hypothèse initiale de la biosynthèse de la DDA reposait sur l’accumulation de CEα 
induite par les ligands d’AEBS 124. Dans ce cas, la DDA pourrait faire partie des dérivés 
d’oxystérols qui pourraient s’accumuler dans les cellules traitées avec les ligands d’AEBS et 
participer à l’induction de leurs effets différenciants et cytotoxiques. En faveur de cette 
hypothèse, nous avons caractérisé que la DDA provoque des effets de différenciation 
cellulaire similaires à ceux induits par les ligands d’AEBS, avec une stimulation de la 
production de triglycérides par des cellules cancéreuses mammaires (Article 5). Nous avons 
montré que la différenciation cellulaire induite par les ligands d’AEBS est dépendante de 
LXRβ, et la DDA est un ligand de LXRβ (Article 1). En revanche, à la différence des ligands 
d’AEBS qui induisent une autophagie de survie, la DDA stimule une autophagie cytotoxique 
à des concentrations cytotoxiques (Article 1). A des concentrations inférieures où la DDA 
induit la différenciation cellulaire, il est possible qu’elle induise une autophagie qui n’est pas 
cytotoxique.  
Désormais, nous avons mis au point un anticorps spécifique dirigé contre la DDA (Article 6). 
Nous pourrions l’utiliser dans cette possibilité d’étude visant à déterminer la production de 
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DDA dans des cellules traitées avec les ligands d’AEBS. Par ailleurs, l’anticorps anti-DDA 
pourra aussi aider à l’identification et à la caractérisation de l’enzyme putative responsable de 
la production de DDA. 
L’étude du métabolisme du CEα nous a permis de découvrir l’existence de nouveaux 
métabolites possédant des propriétés anti-cancéreuses : le CES et la DDA. La découverte de 
leur mécanisme d’action qui implique communément le récepteur nucléaire LXRβ ouvre un 
champ d’investigation très large qui peut inspirer une vaste diversité d’études. Les deux 
principales études que j’ai effectuées pendant ma thèse sont la continuité directe des travaux 
de l’équipe de Marc Poirot qui est la seule équipe au sein de la communauté scientifique à 
avoir continué au cours de ces dernières années l’étude fondamentale et approfondie de la 
biologie d’AEBS et de ses ligands. Au cours de ma thèse nous avons pu établir un trait 
d’union entre la biologie d’AEBS et la biologie des LXRs qui est intensément étudiée et 
fortement caractérisée. Premièrement, cela concrétise l’importance du ciblage d’AEBS par le 
tamoxifène puisque la caractérisation du mécanisme d’action dépendant de LXRβ dévoile une 
voie plus claire entre AEBS et l’induction de la différenciation et de la mort cellulaire. Cette 
étude pourrait contribuer à la découverte de nouveaux marqueurs prédictifs de la réponse au 
tamoxifène. Deuxièmement, nous avons mis en évidence un nouveau métabolisme centré sur 
le CEα qui génère des antagonistes des LXRs, le CES et la DDA qui ont de fortes propriétés 
anti-cancéreuses. Cela pourrait ouvrir un champ d’investigation sur l’antagonisme des LXRs 
au vu des effets biologiques importants et d’intérêt thérapeutique du CES et de la DDA. De 
façon plus générale, l’étude exhaustive des métabolites issus du CEα ou de ses produits de 
transformation pourrait conduire à une compréhension complète et exploitable de cette voie 
métabolique. Troisièmement, l’étude d’AEBS a permis de découvrir une nouvelle molécule 
naturelle, la DDA, dont le fort potentiel en thérapie anti-cancéreuse a motivé son 
développement industriel. Le mécanisme d’action cytotoxique de la DDA que nous avons 
caractérisé pendant ma thèse et l’identification de la cible de la DDA que sont les LXRs 
pourront permettre de conduire plus efficacement des essais pré-cliniques et cliniques de la 
DDA, notamment pour la constitution des cohortes de patients pouvant répondre 
favorablement à un traitement par la DDA.  
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